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A influéncia da nutricdo e a atuacao da leptina, kisspeptina e

grelina no ciclo reprodutivo da égua

Jessica Maresch de Araujo; Rodrigo Arruda de Oliveira

Resumo

Os equinos s&o animais monogastricos herbivoros que obtém os nutrientes
necessarios de plantas de diferentes espécies e em diferentes estadios de
desenvolvimento. A domesticacdo do equino pelo homem acabou levando a
alteragbes de manejo e alimentagcdo devido a necessidade de adaptagao dos
animais a novos exercicios e condi¢des limitantes impostas a estes pelo homem.

Estas modificagdes trouxeram variados empecilhos, assim como diversos
avangos, e novas possibilidades. Um dos avangos alcangados através da
mudanca alimentar imposta aos equinos mediante o fornecimento de alimentos
concentrados é a possibilidade de melhor eficiéncia reprodutiva. As éguas séo
fotoperiddicas positivas poliéstricas estacionais, naturalmente entrando em
anestro nos meses de inverno, em regides afastadas da linha do Equador.
Estudos indicam que éguas com bom indice de escore corporal ndo entram em
anestro nesse periodo, oferecendo a possibilidade de reprodu¢do ao longo de
todo o ano sem a necessidade de aplicagdo de hormbnios exdgenos. A
correlagcdo entre nutricdo e reproducdo equina vem sendo cada vez mais
estudada, e os mecanismos de acao de diversos fatores atuantes nessa
correlacdo como a leptina, kisspeptina e grelina vem sendo elucidados. A
presente revisao traz informagdes acerca da interacdo entre nutricdo e
reproducdo equina e os trés mais importantes peptideos atuantes nessa
correlagao: leptina, kisspeptina e grelina.

Palavras chave: escore de condigdo corporal, estrégeno, gdnadas, hipdfise,

hipotalamo.
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The influence of nutrition and the action of leptin, kisspeptin and

ghrelin on the mare’s reproductive cycle

Jessica Maresch de Araujo; Rodrigo Arruda de Oliveira

Abstract

Equines are monogastric herbivorous animals, obtaining their essential nutrient
requirements from plants from different species and in different development
stages. Equine domestication by men brought alongside with it several alterations
in equine management and feeding, due to the need of adaptation by the horses
to new exercises and limiting conditions imposed to them by humans.

Such modifications brought a number of hindrances, alongside with many
advances and new possibilities. One of the many advances achieved through
feeding modification imposed to horses by providing concentrate feed is the
possibility for better reproductive efficiency. Mares are photoperiodic poliestric
seasonal breeders, naturally entering anestrus in winter months in regions far from
the Equator line. Studies indicate that mares with optimum corporal score do not
enter anestrus in such period, offering the possibility of reproduction through the
year withholding the need for exogenous hormone administration. The correlation
between nutrition and equine reproduction is being increasingly studied, and a
confluence of factors that act in such correlation such as leptin, kisspeptin and
ghrelin are being elucidated. This revision brings information regarding the
interaction between nutrition and equine reproduction and the three major peptides
that act in such correlation: leptin, kisspeptin and ghrelin.

Keywords: body condition score, estrogen, gonads, hypophysis, hypothalamus,

peptides.



Introducgao

A reproducéo equina € resultado de um fino ajuste entre o hipotadlamo, a
hipofise e as gbnadas, se tornando possivel através de um complexo sistema de
sinalizagdes e liberacdo hormonal (CARATY et al., 2012). A sintese e liberacéo de
GnRH por um subgrupo de células neuronais no hipotadlamo, sua liberagdo no
sistema porta-hipofisario com subsequente agao na adeno-hipdfise estimulando a
liberagdo de gonadotrofinas (FSH e LH) que mediam o controle das génadas pelo
cérebro, é considerado o dogma da reprodugao equina (OKAMURA et al., 2013).
No entanto, principalmente na ultima década, muitas questdes anteriormente nao
respondidas comegaram a ser investigadas, e a atuagdo de outros fatores
internos e externos no eixo reprodutivo equino comecou a ser descoberta. Ao
longo dos anos, a influéncia de peptideos como a kisspeptina, leptina, grelina,
melatonina, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e outros foram
investigadas e sua atuacdo no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal foi
confirmada. Fatores externos como nutricdo, condi¢ao corporal, idade, sexo, raga,
manejo e outros também tiveram suas atuagdes observadas (MORLEY et al.,,
2014). Apontar a intrinseca relagdo entre nutricdo e reprodugado equina, além da
atuacao da leptina, da kisspeptina e da grelina no eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal da égua reprodutora tem sido o foco de diversas pesquisas aqui
apresentadas. O objetivo da presente revisdo consiste na elucidagdo acerca da
correlagao entre nutricdo e reprodugao, sua importancia pratica e possiveis usos
a campo dos peptideos aqui descritos no controle do ciclo reprodutivo equino
como um todo incluindo a ovulagéo, dado o fato do controle da ovulagdo da égua

ser um dos objetivos primarios dentro da reproducéo equina.



Endocrinologia da égua

As éguas sao fotoperiddicas positivas poliéstricas estacionais, possuindo
ciclicidade ovariana em dias longos. Dessa maneira, o seu periodo natural de
monta se estende de abril a outubro no hemisfério norte e de outubro a margo no
hemisfério sul. Aproximadamente 85% das éguas cessam a atividade ovariana
perto do equindcio de outono como resultado desse processo (WILLIAMS et al.,
2012).

Essa sazonalidade se caracteriza por um acentuado declinio na produgao e
secrecdo do horménio luteinizante (LH) pela adenohipéfise. Assim sendo, de
maneira parecida com outros animais sazonais com periodos de gestagao
relativamente longos, o controle ambiental de reprodugdo da égua se da
principalmente pelo fotoperiodo. (WILLIAMS et al., 2012).

O eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal € o sistema regulatério para a
reproducdo dos mamiferos. Nele ocorre a secrecdo de diversos hormdnios
responsaveis pela ciclicidade ovariana da égua, como o hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), que € um horménio dipeptidico produzido por um
subconjunto de neurdnios no hipotalamo (OKAMURA et al., 2013). Este age na
por¢cao anterior da hipdfise estimulando a secregdo de duas gonadotrofinas, o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH). Em resposta
a liberacdo dessas gonadotrofinas, a gbnada libera horménios esteréides como a
progesterona e o estrogeno. Esses horménios entédo sinalizam para o hipotalamo
na regulacdo da secregcdo de GnRH, em um sistema de feedback negativo.
(OKAMURA et al., 2013).

Sao conhecidos dois modos de liberacdo do GnRH nas espécies
domésticas de mamiferos: (1) o modo de liberagdo de pulso, caraterizado pela
secrecao ténica de gonadotrofinas que induz a foliculogénese, espermatogénese
e esteroidogénese, sendo controlado por feedback negativo através da secregéo
de esteroides gonadais, e (2) o modo de aumento, que se caracteriza por uma
descarga de gonadotrofinas preovulatorias que induzem a ovulagdo na fémea
através do sistema de feedback positivo via estrogénio (OKAMURA et al., 2013).

O eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal é extremamente complexo e nao

totalmente entendido, no entanto sabe-se que outros componentes agem em sua



regulagdo, componentes como a kisspeptina, leptina, grelina, melatonina, fator de
crescimento semelhante a insulina — 1 (IGF-1) e outros. A kisspeptina por
exemplo, consiste em um peptideo enddégeno secretagogo (indutor de secregao)
de GnRH, que age estimulando principalmente a secre¢cao de LH. A leptina por
sua vez € um horménio produzido fora do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
sendo sintetizada por adipécitos. No entanto, a mesma age diretamente no eixo,
sinalizando a adequacao das reservas de energia para uma fungao reprodutiva
normal. Ela também age diretamente na modulagdo da atividade ovariana
(FRADINHO et al., 2014). Durante o periodo fértil, a égua realiza cerca de 12
ciclos estrais com cerca de 21 dias cada, onde dentro destes, ela se encontra
receptiva (estro) entre 4 e 5 dias (MORLEY et al., 2014).

A sazonalidade da égua é adaptada para associar sua gestagdo de 11
meses e 0 hascimento do potro com o periodo de maior oferta de alimento e
melhores condigdes ambientais, providenciando assim maior chance de
sobrevivéncia e desenvolvimento da progénie (MORLEY et al., 2014). O ritmo
circanual hormonal endégeno da égua modulado por diversos fatores como
mudancas de luminosidade, temperatura e oferta de alimento, suprime a taxa
metabdlica, apetite e massa corporal durante o inverno. Gragas a esses
acontecimentos, a maioria das espécies domesticadas de equinos entram em
anestro nesse periodo (MORLEY et al., 2014).

Atividade ciclica ovariana da égua

Eguas sdo predominantemente mono ovulatérias, com foliculos pré-
ovulatérios atingindo cerca de 40 mm. Possuem ovario com tamanho e peso
elevados, tendo sua ciclicidade ajustada pelo comprimento diurno e sua secregao
hormonal regulada através de sistemas de feedback. (AURICH, 2011).

Células gonadotropicas estao localizadas tanto na pars distalis quanto na
pars tuberalis da hipdfise, e a heterogeneidade no padréo de estocagem de LH e
FSH dentro dessa populacdo gonadotropica € considerada a base para a
regulacdo da secrecdo de gonadotrofinas durante o ciclo reprodutivo da égua
(AURICH, 2011).



Acredita-se que a secregdo de LH e FSH na égua seja regulada
singularmente pelo horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), dado o fato da
nao existéncia de nenhuma evidéncia de fator liberador especifico de FSH na
égua. Além disso, a maioria dos pulsos de liberagdo de GnRH sao seguidos por
pulsos de liberacédo de LH pela hipdfise, e destes pulsos de LH, cerca de 80% séo
seguidos por pulsos de liberagdo de FSH (AURICH, 2011). A intensidade da
pulsacdo de GnRH se altera de acordo com o estagio dentro do ciclo ovariano,
variando de 30 em 30 minutos no dia da ovulagao e a cada 120 minutos durante a
fase luteinica (AURICH, 2011). O padréo divergente na liberagdo de LH e FSH é
mais pronunciado na égua do que em qualquer outra espécie doméstica
(AURICH, 2011).

De um ponto de vista enddécrino, o acontecimento mais marcante no
tocante a transicdo entre o periodo ovulatorio e anovulatério é a queda na sintese
e liberagdo de LH pela porcédo anterior da glandula hipofise (WILLIAMS et al.,
2012). Durante o periodo pré-ovulatério pode-se observar um aumento nas
concentracdes periféricas de LH. Esse aumento € acompanhado por um discreto
aumento de FSH, que em sequéncia cai até atingir sua concentragao Nadir (valor
de menor concentragdo alcangada), enquanto o LH esta atingindo sua
concentragdo maxima (AURICH, 2011).

Diferentemente de outras espécies domésticas de animais, a égua nao
apresenta pico de LH pré-ovulatério, no entanto, durante o periodo de estro as
concentragdes elevadas de LH duram diversos dias. O aumento gradual de LH é
interrompido apos a ovulagao gragas a absor¢ao de estradiol de fluido folicular

que supostamente é liberado no abdémen na ovulacédo (GINTHER et al., 2010).



Nutricao equina

Os equinos sdo animais monogastricos, herbivoros, que se alimentam de
brotos, colmos e folhas, além de possuirem alta capacidade para selecao de
alimento. Sabe-se que a ingestdo de volumoso € extremamente importante, pois a
ingestao deficiente do mesmo pode resultar na nao ativagado dos indicadores de
saciedade cerebrais centrais, fazendo com que o animal continue com elevada
motivagdo para procura de alimento, podendo induzir o mesmo a estereotipias,
como morder grades ou cercas, lambedura compulsiva do cocho ou grade,
ingestao da cama, aerofagia, coprofagia entre outros (DITTRICH et al., 2010).

As espécies vegetais possuem rico conteudo nutricional, contendo fibra
(representada por carboidratos estruturais, base da dieta equina), quantidades
variadas de lignina, proteinas e carboidratos ndo estruturais como agucares
simples, amido e frutanas, originados do conteudo celular. O aporte proteico
contido na pastagem é suficiente para suprir as exigéncias nutricionais de equinos
em diferentes estados fisioldgicos, principalmente de animais adultos que néo se
encontram em reproducgéo (DITTRICH et al., 2010).

Os carboidratos constituem a principal fonte de energia da forragem, sendo
a celulose, hemi-celulose e amido as principais fontes de energia para equinos
que se alimentam exclusivamente de pastagem (SHEPHERD et al, 2012). Os
carboidratos ndo estruturais (amido e acgucares) s&do digeridos por enzimas
endogenas no intestino delgado enquanto os carboidratos estruturais e frutanas
sofrem digestdo microbiana no ceco. A digestao destes resulta na formagao de
acetato, butirato e propionato (DITTRICH et al., 2010).

No entanto, a domesticacdo do cavalo pelo homem acarretou um manejo
alimentar inadequado para esta espécie, acontecimento que se deu
principalmente pela falta de conhecimento do homem acerca do comportamento e
caracteristicas ingestivas e digestivas do equino (DITTRICH et al, 2010).

Ja foi extensamente observado o fato de que quanto mais se distancia o
manejo equino daquele encontrado na natureza, maiores sido os empecilhos
acarretados. A utilizagdo de dietas ricas em amido para cavalos por exemplo,
pode causar problemas digestivos e metabdlicos, devido a limitada acéao

enzimatica no intestino delgado com consequente fermentacéo rapida no intestino



grosso com risco de endotoxemia, colica e laminite. Ademais, este mesmo plano
alimentar pode levar o animal a um disturbio metabdlico denominado resisténcia a
insulina, disturbio identificado em cavalos obesos e praticantes de pouca atividade
fisica (DITTRICH et al, 2010). A obesidade e a resisténcia a insulina tém se
tornado problemas recorrentes na criacdo equina, e acarretam nao sé problemas
de origem clinica e comportamental como também de origem reprodutiva
(SHEPHERD et al., 2012).

Varios métodos foram desenvolvidos até o presente momento com a
intensdo de aperfeigoar e tornar mais precisa a afericdo do escore de condicéo
corporal (ECC). Entre estes podem-se destacar dois métodos: O primeiro consiste
na visualizagdo e palpagao de seis areas corporais (bordo dorsal do pescogo,
garrote, lombo, base da cauda, costado e a ligacdo da espadua com o costado)
onde ocorre deposicdo de gordura, levando em consideragdo que a condigao
corporal é determinada pela quantidade de gordura possuida pelo animal
proposta por HENNEKE et al., (1983). A partir dai atribui-se um escore levando
em consideragcao uma escala que vai de 1 a 9 sendo 1 um animal extremamente
magro e 9 um animal extremamente obeso.

A segunda técnica foi desenvolvida por GENTRY et al., (2004) e consiste
na avaliagdo da espessura da gordura subcutanea na base da cauda através de
ultrassonografia. O local de avaliagdo foi escolhido a partir do trabalho de
HENNEKE et al.,, (1983) e consiste em um método objetivo de avaliagdo e
classificagdo, no entanto € mais oneroso pela necessidade da utilizacdo de
aparelho de ultrassom. Devido ao maior custo da técnica sugerida por GENTRY
et al., 2004, o método atualmente mais utilizado para classificacdo de ECC é o
proposto por HENNEKE et al., (1983).

Diversos estudos foram realizados acerca da correlacdo entre ECC e a
capacidade ciclica de éguas, e constatou-se que enquanto o ECC das éguas nao
acarretou diferenca na taxa de crescimento do foliculo dominante e niveis séricos
de LH e FSH (GASTAL et al., 2004), éguas tratadas com GnRH possuindo bom
ECC tiveram maior producao de LH do que aquelas com baixa condigao corporal.

Ademais, o estudo realizado por GENTRY et al., (2004) foi conduzido no
inverno, e durante o mesmo constatou-se que éguas com baixo indice de

condigao corporal se encontravam em anestro enquanto 75% das éguas com bom



escore corporal continuaram ciclando, o que pode explicar as diferencas
encontradas entre os grupos assim como demonstrar uma correlagcéo entre bons

indices de escore corporal e ciclicidade anual das éguas (BENDER et al., 2014).

Relagao entre reproducao e nutricao

A reprodugao € um processo fisioloégico que demanda grandes dispéndios
energéticos do organismo (CHEHAB, 2014), e por nao ser vital para a
sobrevivéncia do individuo em si, ao haver balango energético negativo, o
organismo desvia a energia restante para processos fisiolégicos que afetam
diretamente a sobrevivéncia do individuo, fazendo assim com que a reproducao
seja suspensa por falta de reserva energética para suportar a mesma (VAZQUEZ
et al., 2015). Enquanto o inicio da puberdade marca a expectativa da vida
reprodutiva da fémea, prenhez, parto e lactagdo sdo os pontos cruciais da
reproducao animal, e sdo alguns dos processos mais fisiologicamente complexos
e que mais demandam energia do organismo (CHEHAB, 2014). Assim sendo, a
maturacdo e fungdo do eixo hipotaldamico-hipofisario-gonadal € sensivel as
reservas corporais € 0 mesmo € regulado por diversos fatores nutricionais e
metabdlicos. No entanto, ndo sdo apenas deficiéncias nutricionais que acarretam
problemas na reprodugdo, mas também situacbes de excesso de energia
persistente, como em casos de obesidade mérbida (VAZQUEZ et al., 2015).

O fotoperiodo é o principal fator regulador do ciclo reprodutivo equino. No
entanto, outros fatores como condigéo fisioldgica, temperatura ambiental, raga,
idade, patologias, metabolismo hormonal e nutrigdo interpretam um papel
consideravel na reprodugao equina. Uma nutricao apropriada da égua é de suma
importancia tanto para a ovulacdo quanto para o desenvolvimento embrionario da
égua prenhe, visto que a nutricdo cumpre um importante papel na modulagéo
hormonal reprodutiva da mesma (MORLEY et al., 2014).

Em espécies equinas selvagens, o inverno € acompanhado de um periodo
anovulatério (anestro) devido as condigbes desfavoraveis para a reproducgéo.
Esse anestro € uma adaptagdo ao meio ambiente, e desempenha um papel
fundamental na sobrevivéncia da espécie e na garantia de sobrevivéncia da

progénie gerada. Essa inatividade ovariana no periodo de inverno possivelmente



explica porque a nutricdo e particularmente a ingestdo energética possuem
influéncia sobre a duracdo do anestro estacional e o desenvolvimento folicular da
égua durante o periodo de monta (MORLEY et al., 2014). De fato, éguas bem
alimentadas possuem uma fase folicular mais curta com niveis plasmaticos mais
altos de hormdnios ovarianos, um maior numero de ciclos estrais anuais e um
periodo de anestro mais curto no inverno quando comparadas com éguas com
escore corporal mais baixo (MORLEY et al., 2014).

Observou-se na Inglaterra que enquanto éguas bem alimentadas tendem a
ciclar o ano todo, éguas a pasto entram em anestro durante os meses de inverno
quando ndo ha oferta de pastagem, evidenciando um estimulo nutricional no ciclo
reprodutivo sazonal da égua (MORLEY et al., 2014).

FRADINHO et al. (2014) Observaram em seu experimento com éguas da
raga puro sangue lusitano a pasto que as maiores taxas de fertilidade (cerca de
91%) e concepgao (cerca de 85%) foram de éguas com escore de condigédo
corporal entre 3 e 3,75 (em escala variando de 0-5), concluindo assim que indices
de escore corporal muito altos s&o tdo prejudiciais quanto indices de escore
corporal muito baixos para os indices reprodutivos de éguas, e estabelecendo
uma correlagao entre escore de condi¢ao corporal e reproducao.

Peptideos que atuam no eixo reprodutivo equino

Leptina

A leptina € um peptideo de 167 aminoacidos sintetizado pelos adipdcitos e
foi identificada em 1994 como um grande produto secretado pelo tecido adiposo
branco (PARK et al., 2015). A identificagcdo da leptina revolucionou ndo apenas o
entendimento sobre os mecanismos fisiolégicos que regulam o balango
energético e o peso corporal mas também por sua agdo na sinalizagdo da
abundancia energética, a leptina desempenha um importante papel como
integrador neuroenddcrino, sinalizando a magnitude das reservas corporais de
gordura a diferentes eixos neuroenddcrinos, sendo um deles o reprodutivo
(VAZQUEZ et al., 2015).



A leptina possui acdo direta no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal
equino sinalizando ao hipotalamo a adequacgao nutricional do organismo para a
reproducao (BENDER et al., 2014). Sua secregao é diretamente relacionada com
a quantidade de reservas de tecido adiposo branco existentes no organismo,
portanto, sua concentracado circulante informa diretamente a propor¢do das
reservas de gordura do individuo. Assim sendo, em condigdes de balango
energético negativo, as concentragcbes de leptina decrescem, como ja reportado
em diversas espécies domésticas (VAZQUEZ et al., 2015).

Ja foi observado em humanos que o tecido adiposo branco subcutaneo
produz maiores quantidades de leptina do que o tecido adiposo visceral, e que
além de ser regulada por horménios sexuais, 0s niveis de leptina também séao
regulados por outros fatores como insulina, glicocorticoides, catecolaminas e
citocinas (PARK et al., 2015).

A leptina possui fungdes imunoldgica e reprodutiva, além de modular a
sensibilidade a insulina, sendo encontrada em diversos tecidos como placenta,
glandula mamaria, ovarios, estdbmago e tecido linfatico. Encontra-se receptores
para a mesma em diversas partes do organismo como figado, rins, coragao,
musculatura esquelética, pancreas, assim como hipotalamo e adenohipofise
(BENDER et al., 2014; PARK et al., 2015). A leptina possui um ciclo circadiano
pulsatil de liberacdo, alcancando suas concentragdes mais baixas no meio da
tarde e seus picos de secrecdo no periodo noturno proximo a meia noite, com
eéguas possuindo concentragdes de leptina mais altas do que garanhdes ou
machos castrados (BENDER et al.,, 2014; PARK et al., 2015). O padrdo de
pulsacao de leptina € semelhante em individuos obesos e com peso ideal, no
entanto, individuos obesos apresentam maior amplitude de pulso na liberacido de
leptina (PARK et al., 2015)

A influéncia da leptina no eixo reprodutivo ja foi demonstrada através de
estudos com camundongos e humanos onde observou-se infertilidade em animais
e humanos leptina-deficientes assim como seu retorno a fertilidade através da
administracdo de leptina exdégena (CHEHAB, 2014). Estudos realizados com
camundongos mostraram que a administragcdo de leptina em fémeas jovens
induziu a puberdade e a aplicagao de leptina em fémeas ob/ob leptina-deficientes

(inférteis) restaurou a secregao de LH e a fungédo gonadal (GENTRY et al., 2002).
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A estimulacio indireta na liberacido de GnRH e a potencializagado na liberagdo de
LH pela glandula hipofise na presenga de GnRH também ja foram observados
através da aplicacdo de leptina em células LBT2 gonadotropas provenientes da
hipofise de camundongos (AVELINO-CRUZ et al., 2009).

A leptina atua se acoplando a receptores especificos para ela (LepRs)
localizados ao longo do sistema nervoso central (CNS). Quatro isomorfos (duas
ou mais proteinas funcionalmente similares que possuem sequencia similar mas
nao igual de aminoacidos) alternadamente conectados de LepR ja foram
identificados em seres humanos. O isomorfo longo receptor de leptina (LepRb) &
fortemente expressado no hipotalamo e outras regides cerebrais. E considerado o
principal receptor de leptina e se responsabiliza pela homeostase energética e
funcdo neuroenddcrina. Foi observado que a fungao primaria do receptor longo
LepRb é a supressao da ingestao de alimento e estimulo para gasto energético, e
acredita-se que a fungdo dos isomorfos curtos de LepR seja de mediar o
transporte de leptina através da barreira hemato-encefalica (PARK et al., 2015).

Apesar da influéncia da leptina sobre a liberagdo de GnRH ja ter sido bem
estabelecida, a auséncia de receptores funcionais em neurdnios secretores de
GnRH levou a conclusido de que a leptina atua nessa populagao neuronal através
de vias intermediarias (ROA & TENA-SEMPERE, 2014). A acoplagédo da leptina
ao receptor LepRb, ativa diversos caminhos de sinalizagdo, incluindo a Janus-
kinase 2 (JAK-2), transdutor de sinalizagéo e ativador de transcricdo 3 (STAT3),
substrato receptor de insulina (IRS), fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), proteina
tirosina fosfatase 2 contendo SH2 (SHPZ2), proteina kinase mitdgeno-ativada
(MAPK), 5 adenosina proteina kinase monofosfato-ativada (AMPK)/Acetil-CoA
carboxilase (ACC) e outras. O término da cascata de sinalizagédo da leptina se da
através da indugdo do sinalizador de supressor de citocina 3 (SOCS3), o qual
inibe a via de sinalizagdo JAK2-STAT3 através de sistema de feedback negativo.
A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) também esta envolvida na inibicado da
sinalizagao de leptina (DALAMAGA et al., 2013; MOON et al., 2013; MORRIS et
al., 2009 citados por PARK et al., 2015).

Ja foi observado que precedendo o periodo anovulatorio natural da égua,
ocorre uma queda significativa nos niveis plasmaticos de leptina, niveis esses que

voltam a aumentar logo antes do retorno da atividade ovulatdria ciclica. Outro fato
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observado foi o de que éguas bem alimentadas e com bom escore corporal
entram em anestro posteriormente, possuem niveis plasmaticos mais altos de
leptina e recuperam a atividade ovariana mais cedo do que aquelas com baixo
peso corporal e escore ruim, além de haver extenso registro de éguas que nem
sequer entram em anestro durante o inverno devido a um bom ECC, ciclando
assim durante todo o ano (BENDER et al., 2014; MORTLEY et al., 2014).

GASTAL et al. (2010) concluiram que com apenas 48h de restrigao
nutricional, houve queda de cerca de 55% da concentracdo plasmatica e
intrafolicular de leptina. Até o presente momento, nao foi observada relagao entre
essa queda de concentragcdo de leptina e a diminuicdo de produ¢do hormonal
gonadal em éguas. No entanto, essa relagao ja foi observada e documentada em
vacas (GASTAL et al., 2010).

WALLER et al.,, 2006 e ROMAGNOLI et al., 2007 também chegaram a
conclusdo de que os niveis mais baixos de leptina ndo influenciaram o perfil
endécrino de secrecédo de LH, FSH, progesterona e estradiol, visto que em seus
experimentos éguas com altos ou baixos niveis médios de leptina circulante (>10
e <5 ng/ml respectivamente) ndo diferiram quanto a secregdo dos mesmos,
levando os pesquisadores a crer que a atividade ovariana se deva mais
diretamente a condi¢cao corporal da fémea do que a concentracido de leptina
circulante em si (BENDER et al., 2014).

A falta de sucesso na indugédo de secrecao de horménios sexuais (FSH,
LH, progesterona e estrégeno) e da inducédo de puberdade precoce através da
aplicacéo direta de leptina exdgena em humanos e roedores leva a crer que a
leptina ndo possa induzir a puberdade ou liberacdo hormonal por si so.

No entanto, a correlacdo entre niveis ideais de leptina e o inicio da
puberdade ja foi constatada, indicando que a leptina possui papel permissivo
(permite o progresso da puberdade caso a concentragao limite seja atingida mas
nao deflagra o inicio da puberdade por si sd), mas nao estimulatério no controle
metabdlico da puberdade (VAZQUEZ et al., 2015).

Dessa maneira, niveis limite ideais de leptina devem ser atingidos para a
inducdo da maturacao pubere, manutencdo da fertilidade e/ou manutencido da
funcao reprodutiva na vida adulta. No entanto, esses mesmos niveis de leptina

nao sao suficientes para de maneira unica deflagrar todo o espectro de eventos
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de maturagc&o necessarios para incitar o inicio da puberdade em si (VAZQUEZ et
al., 2015).

Dessa maneira, conclui-se que a leptina pode nao ser eficiente na
utilizacdo cotidiana dentro da reprodug¢ao equina, pelo fato de ndo poder induzir
diretamente eventos como ovulagao, indu¢ao de puberdade precoce, alteragao na
secrecdo de hormdnios esteroidais e outros, no entanto sua atuagdo no eixo
reprodutivo ja foi bem estabelecida. Essa atuagéo da leptina no eixo reprodutivo
traz mais evidéncias acerca da importancia de um plano nutricional adequado
para a obtencdo de um ciclo reprodutivo de sucesso, dado o fato de que niveis
limite de leptina sdo necessarios para a indugao da puberdade e manutengao do
ciclo reprodutivo, e como o mesmo possui relacido direta com as reservas de
gordura corporais, niveis ideais de reservas de gordura corporal devem ser
atingidos pela égua reprodutora a fim de atingir um funcionamento ideal do ciclo
reprodutivo da mesma, potencializando o sucesso dentro da reprodugéo.

Kisspeptina

As kisspeptinas consistem de uma familia recém-descoberta de
neuropeptideos clivados de um unico precursor com 145 aminoacidos. Sao
clivados em peptideos de 10 a 54 aminoacidos de comprimento com atividade
bioldgica equivalente, sendo a forma de decapeptideo da kisspeptina (Kp-10) a
forma mais comum nas espécies domésticas e a sequéncia de 54 aminoacidos
mais comum no homem (MAGEE et al., 2012). A versdo humana com 54
aminoacidos foi inicialmente nomeada metastina, devido a sua capacidade de
inibicdo de metastases de células de melanoma (MILLAR et al, 2010). Ja foi
demonstrado que o kisspeptideo com 54 aminoacidos apresenta eficiéncia
ligeiramente superior na regulagdo do eixo reprodutivo de ratos do que o
decapeptideo Kp-10 (OKAMURA et al, 2013).

O gene Kiss-1, do qual a kisspeptina é produto, foi inicialmente isolado
como um gene supressor metastatico em Hershey, PA, USA em 1996. Descobriu-
se que a kisspeptina € um ligante enddégeno para receptor de proteina-acoplada-
G (GPR-54) (OKAMURA et al., 2013). Em 2003, dois estudos independentes

revelaram que mutagdes inativadoras do gene receptor de kisspeptina (GPR54)
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foram associadas com hipogonadismo hipogonadotropico idiopatico em seres
humanos (DE ROUX et al., 2003; SEMINARA et al., 2003). Ainda em 2003 e
2005, FUNES et al (2003), SEMINARA et al (2003) e MESSAGER et al (2005)
confirmaram o resultado obtido do estudo com seres humanos através da geragao
de camundongos GPR54 nulos, que apresentaram tamanho reduzido de gbnadas
e niveis baixos de gonadotrofinas e hormdnios esterdides, ndo entrando em
puberdade. Os estudos mencionados determinaram a kisspeptina e a sinalizagao
GPR54 como um novo componente determinante no eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal e incentivaram o inicio das intensas pesquisas relacionadas a
kisspeptina na ultima década (OKAMURA, 2013).

Desde as primeiras observagdes em roedores, os efeitos da kisspeptina
administrada de maneira periférica ou central na secre¢ao de gonadotrofinas tem
sido investigada em diversas espécies domésticas, com uma variedade de
estudos realizados ao longo da ultima década demonstrando a possibilidade da
utilizagcado da kisspeptina como uma ferramenta na regulagéo do ciclo reprodutivo
nas espécies domeésticas, ja tendo sido estabelecidas evidéncias bioldgicas e
fisiologicas da atuacgao de sinalizagdo da kisspeptina em éguas, macacos, suinos,
humanos e cabras (CARATY et al., 2012, MAGEE et al., 2012, OKAMURA et al.,
2013).

As kisspeptinas sdo sintetizadas principalmente por duas populagcées de
células neuronais hipotalamicas, e na ultima década, tem emergido como grandes
reguladoras do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, se localizando acima da
populagdo celular de GnRH. A literatura cientifica vem enfatizando os variados
campos de atuacao das kisspeptinas dentro da vida reprodutiva animal, como a
diferenciagcao sexual no cérebro, timing de puberdade, regulagdo de secregéo de
gonadotrofinas por hormoénios gonadais, além do controle de fertilidade através de
sinalizacdo metabdlica e ambiental (CARATY et al., 2012).

Ja foi observado que a kisspeptina possui acao estimuladora para liberagao
de gonadotrofinas em diversas espécies domesticas como ovelhas, vacas e
eguas, sendo o LH a gonadotrofina mais influenciada pela mesma (OKAMURA et
al., 2013). Apos administragdo de bolus intravenoso de Kp-10 em éguas, a
concentragao plasmatica de LH apresenta uma abrupta subida, atingindo seu pico

apoés 30 minutos de administracdo. O efeito estimulante da Kp-10 sobre a
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liberagdo de LH teve aproximadamente 1h de duragdo em ovelhas, vacas e
eguas, e concentragdes de 390 nmol por animal deflagraram um aumento
significativo nas concentragdes plasmaticas de LH e FSH em éguas em fase
luteal, no entanto, no final da fase folicular, a administracdo de 780 nmol de Kp-10
por animal nao foi o suficiente para induzir ovulagcdo (OKAMURA et al., 2013).

Evidéncias indicam que a acdo da Kkisspeptina na liberacdo de
gonadotrofinas se da através da mediagdo central de GnRH. A maioria dos
neurdnios secretores de GnRH em camundongos e ovelhas expressam o gene
receptor da kisspeptina GPR54 (OKAMURA et al.,, 2013). Além disso, como
indicado através de expressdo de Fos (marcador de atividade neuronal), a
administracao periférica de kisspeptina deflagra ativagdo neuronal em ratos
(MATSUI et al, 2004). SMITH et al., 2011 e LI et al., 2012 também observaram
que a administracdo intravenosa de kisspeptina em ovelhas levou a um aumento
na concentracdo de GnRH nas veias porta com aumento paralelo na
concentracdo periférica de LH, enquanto TANAKA et al.,, 2012 observaram a
mesma ocorréncia em cabras.

Uma série de pesquisas levantaram a hipotese de que a kisspeptina atua
duplamente no hipotalamo e na hipdfise. A hipotese da possibilidade de atuacao
da kisspeptina na hipéfise de animais domésticos se deu através da observagéo
da existéncia de expressdo de GPR54 (receptor da kisspeptina) na hipdfise de
diversos animais, incluindo ovelhas (RICHARD et al., 2009; SMITH et al., 2008).
Estudos in vitro concluiram que a adicdao de kp-10 em culturas celulares de
glandula hipdfise derivadas de ovelhas (1 nmol/L; SMITH et al., 2008), suinos (10
nmol/L; SUZUKI et al., 2008) e gado (1.000 nmol/L; SUZUKI et al., 2008; EZZAT
et al., 2010) acarretou um aumento da concentragao de LH no meio, evidenciando
a conexao entre a kisspeptina e sua agao na hipdfise.

Dado o fato de que o controle da ovulagcdo € um objetivo primario na
criagao equina, diversos estudos foram efetuados com o objetivo de determinar a
capacidade estimulante da kisspeptina na ovulagado da égua. Apesar da relagéo
entre a Kisspeptina e a reprodugdo nos animais domeésticos ja estar bem
estabelecida, sua atuagcdo na indugdo da ovulagdo na égua ainda nao foi bem
sucedida. A administracdo de 780 nmol de kp-10 por cabec¢a nao foi suficiente

para induzir a ovulagédo de éguas no final do periodo folicular (OKAMURA et al.,
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2013), e MAGEE et al (2009) concluiram que a administragdo intravenosa de uma
unica dose de 1mg de decapeptideo de kisspeptina de roedor (rKp-10) também

nao foi eficiente na indugcéo de ovulagdo em éguas em estro.

Grelina

A grelina € um hormoénio derivado gastrico pleiotrépico (gerador de efeitos
variados) ubiquo (presente e atuante em diversos lugares do corpo ao mesmo
tempo) possuidor de diversas agdes bioldgicas e fisioldgicas (AL MASSADI et al.,
2015). A versao acilada (possuidora de grupo acil funcional) da grelina foi
descoberta em 1999 e descrita por KOJIMA et al (1999) como um peptideo de 28
aminoacidos ligante enddgeno do receptor secretagogo de horménio de
crescimento 1a (GHR-R1a, do inglés ghrelin hormone secretagogue receptor-1a),
até entdo conhecido como receptor 6rfao (aquele do qual o ligante ainda nao se
possui conhecimento). O receptor foi posteriormente nomeado receptor de
grelina.

O gene codificador da grelina gera um peptideo de 117 aminoacidos
conhecido como preprogrelina. Este codifica trés produtos: a obestatina, a forma
acilada da grelina e a forma des-acil, com destaque para as formas acilada (AG)
possuidora de um acido serina O-n-ectanoilado na posigédo 3 e des-acil (DAG) da
grelina, ambas contendo 28 aminoacidos. (KOJIMA et al, 1999 citado por AL
MASSADI et al, 2017; HONIG et al., 2016).

A grelina é responsavel pela modulagdo do comportamento ingestivo do
individuo, assim como pela adiposidade e homeostase de glicose através da
atuacado pelo receptor da mesma, que € abundantemente distribuido tanto no
hipotalamo quanto em areas cerebrais extra hipotalamicas como talamo,
hipocampo, medula oblonga e outras (AL MASSADI et al., 2017 & CABRAL et al.,
2013). A grelina e seu receptor ja foram identificados em tecidos como intestino,
rins, tireoide, pulmdes, tecido linfatico, hipotalamo, hipéfise, placenta, rede testis e
ovarios, no entanto, a maior parte da grelina circulante no organismo ¢é sintetizada
por células tipo X/A presentes na porgdo de mucosa oxinética (produtora de acido

gastrico) do estdbmago (GUPTA et al., 2015). Evidéncias recentes indicam a
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atuacao direta da grelina na atividade ovariana, com a presencga tanto da grelina
quanto de seu receptor (GHS-R1a) ja tendo sido observadas nos ovarios de
humanos (GAYTAN et al., 2003), ratos (CAMINOS et al., 2003), ovelhas (DU et
al.,, 2009), cabras (CHANDRA et al., 2012), suinos (RAK-MARDYLA &
GREGORASZCZUK, 2012), bovinos (DEAVER et al., 2013) e bubalinos (GUPTA
et al.,, 2015). DEAVER et al (2013) trouxeram evidéncias de origem molecular da
presenca de grelina e seu receptor GHS-1a por todo o trato reprodutivo de
bovinos da raga Holstein. mMRNA de grelina e GHS-R1a, foram detectados ao
longo de todo o trato reprodutivo dos animais, com concentragées mais altas na
regido da ampola do oviduto.

Dentro do sistema nervoso central, o receptor da grelina (GHS-R1a) é
expresso em diversas areas cerebrais como hipotalamo, area tegumentar ventral,
nucleos de rafe dorsais, hipocampo, substantia nigra e cortex (AL MASSADI et al.,
2015).

A vasta expressao de receptores GHS-R1a evidencia a amplitude de agao
da grelina dentro do organismo dos animais domésticos e seres humanos em
diversos processos bioldgicos, podendo potencialmente influenciar o metabolismo
de glicose, pressao cardiaca, adiposidade, fertilidade, memdria, aprendizado, vias
de expressao relacionadas a recompensas ou reproducdo devido a sua acgao
orexigena (estimuladora do apetite e da ingestao alimentar) (AL MASSADI et al.,
2014; CASTANEDA et al., 2010; HEPPNER & TONG, 2014; ROA et al., 2010;
SKIBICKA & DISCKSON, 2011; TENA-SEMPERE, 2008; TENA-SEMPERE, 2013
citados por MASSADI et al., 2015).

HONIG et al (2016) observaram em vacas leiteiras Holstein que em
animais multiparos, os niveis de secre¢ao de grelina acilada oscilaram durante o
ciclo estral tanto durante o verdao quanto durante o inverno, com seus niveis
meédios de concentragédo atingindo seu pico durante os ultimos dias da primeira
onda folicular e nos dias precedentes e durante a ovulacdo. Ademais, foi
observado que niveis mais elevados de grelina acilada foram associados com
sucesso na concepcgao desses animais, e que niveis plasmaticos elevados de
grelina total foram correlacionados com sucesso de concepgdo na primeira

inseminagao, demonstrando mais uma vez a correlagdo entre grelina e
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reproducdo animal e enfatizando a importancia da grelina como possivel fator
determinante no sucesso de concepg¢ao desses animais.

Em 2014a, DOVOLOU et al observaram que odécitos in vitro quando em
presenca de grelina, apresentaram uma aceleragdo significativa na sua
maturacdo e expansao das células do cumulus, quando maturados por um
periodo de 18 horas, apresentando uma possivel explanagado acerca da funcao
exercida pela grelina encontrada em ovarios de diversas espécies domésticas e
de mulheres. No entanto, no mesmo experimento DOVOLOU et al (2014a)
observaram que odcitos maturados por 24 horas apresentaram maturagao
excessiva, com envelhecimento dos mesmos. Ainda em 2014b, DOVOLOU et al
investigaram se a grelina possuia a capacidade de afetar o potencial de
desenvolvimento de embrides produzidos in vitro, além de testar a qualidade dos
mesmos com relagdo a abundancia de diversos genes relacionados ao
metabolismo, apoptose e oxidagcdo. Embora o mecanismo preciso de atuacao da
grelina ndo tenha sido descrito, foi observado que existe um aumento na taxa de
formacgao e eclosdo de blastocistos in vitro provenientes de odcitos tratados com
grelina (adicdo de 800 pg/mL no meio de cultivo) quando comparados com
oocitos nao tratados.

De maneira central a agdo da grelina sobre a liberagdo pulsatil de
gonadotrofinas — em especial LH - €& de natureza inibitéria, acarretando a inibigéo
dos neurénios hipofisarios de GnRH e/ou devido a sua acao direta na hipdfise
(DOVOLOU et al., 2014a).

Conclusao

O eixo reprodutivo equino ¢é influenciado por diversos fatores endégenos e
exdgenos. Apesar da relagdo entre nutricdo e reprodugdo equina ja ser
estabelecida, os mecanismos especificos dessa interligagdo ainda precisam ser
esclarecidos. Mesmo que a atuacao de peptinas como a kisspeptina, leptina e a
grelina no eixo reprodutivo equino ja tenha sido parcialmente elucidada, outros
estudos sao necessarios para o esclarecer o mecanismo preciso de atuagao de

cada um destes no eixo hipotaldamico-gonadal da égua. Embora os peptideos aqui
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mencionados ndo possuam utilizacdo direta a campo no controle da ovulacéo e
reprodugcdo equina como um todo, seu papel permissivo € claro, e evidencia a
importancia de um plano nutricional ideal dentro da reproducdo a fim de
maximizar o sucesso reprodutivo permitindo um desenvolvimento regulado e
natural da fémea equina dentro dos diversos estagios da vida reprodutiva da

mesma, garantindo de igual maneira sua longevidade reprodutiva.
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