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RESUMO

PEREIRA, H.F. Respostas de insulina, IGF-1, T3, T4 e cortisol em ovelhas submetidas a
flushing de curto e longo prazo. 2013. Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o tempo de suplementag¢do com flushing no inicio
da estacao reprodutiva, sobre os perfis de hormonios metabolicos, estradiol, maior foliculo e
peso corporal de fémeas ovinas destinadas a reproducdo. Utilizaram-se 30 ovelhas Santa Inés
adultas, ciclicas, com escore corporal de 2,5 a 3,0, distribuidas em dois grupos de 15 animais.
No grupo 30 dias (Gsp), as ovelhas foram mantidas em pastagem de grama batatais (Paspalum
notatum flueggé) e suplementadas com silagem de milho uma vez ao dia, durante 30 dias pré-
cobertura. No grupo sete dias (G7), permaneceram em pastagem de grama batatais, sem
suplementagdo, até nove dias antes da cobertura, quando passaram a receber uma
suplementag¢do de concentrado com alto teor energético (milho moido), uma vez ao dia, por
uma semana. O sangue foi colhido ao inicio e final da suplementacdo e no dia do estro, para
quantificagdo sérica de triiodotironina (T3), tiroxina (T4), IGF-1, insulina, cortisol e estradiol.
O tamanho do maior foliculo em cada ovario foi medido por ultrassonografia no dia do estro.
Ap0s analise estatistica verificou-se que os perfis hormonais mostraram-se similares nos dois
grupos, compativeis com equilibrio metabdlico, nutricional e reprodutivo, tendo
concentragdes maiores (exceto para Ts) no inicio do flushing no Gsp e no estro no G7. O Gsg
ganhou peso ao longo do flushing. As concentragdes séricas de estradiol e o tamanho do
maior foliculo nos ovarios ndo variaram entre as dietas. Em conclusdo, o uso de flushing no
inicio da estacao reprodutiva, seja com silagem de milho em longo prazo ou com milho moido
em curto prazo, apresenta resultados semelhantes sobre os perfis de hormonios metabolicos de
Ts, Ts, IGF-1, insulina e cortisol, representando uma alternativa vidvel para a preparacao das
ovelhas para a reprodugdo, uma vez que os ovarios das mesmas continham foliculos
igualmente estrogénicos.
Palavras chave: Dietas. Hormonios. Foliculo. Reprodugao. Estradiol.
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ABSTRACT

PEREIRA, H.F. Response of T3, T4, IGF-1, insulin and cortisol in sheep under the
flushing of short and long time. 2013. Mestrado - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The objective of this study was to evaluate effect of the time of supplementation at early
reproductive season, on profile of metabolic hormones, estradiol, large follicle and body
weight to ewes for breeding. Thirty adult cyclic Santa Inés with body condition scores around
2,5 and 3 were used, the sheep was separated into groups of 15 animals. At the thirty days
group (Gj), the ewe were kept grazing on batatais (Paspalum notatum flueggé) grass and
supplemented with corn silage once a day, during 30 days before the breeding period. The
seven days group (G7), the animals were grazed on batatais grass, without supplementation
until nine days before breeding, from this time these sheep were supplemented with high
energy diet (ground corn), once a day, during one week. Blood was collected at the beggining
and at the end of the supplementation, and at the estrus day, to quantify serum
triitodothyronine (T3), thyroxine (T4), IGF-1, insulin, cortisol and estradiol. The size of large
follicle in each ovary it was measured by ultrasound on day estrous. After statistical analysis
was verified that hormonal profile remained in the physiological limits at the both groups,
consistent with metabolic, nutritional and reproductive balance and Gsy gained weight during
the period of flushing. Oestradiol serum concentrations and follicle diameter in the ovaries
were not different between diets. Oestradiol serum concentrations follicle diameter in the
ovaries were not different between diets. In conclusion, the use of flushing at the beginning of
breeding season either with corn silage a long time or with ground corn a short time, it shows
similar results on profiles of metabolic hormones Ts, T4, IGF-1, insulin and cortisol
representing a viable alternative for the preparation of sheep for reproduction, once a time the
ovaries of her also contained follicles equally oestrogen.

Keywords: Diet. Hormones. Follicle. Reproduction. Estradiol.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura vem-se desenvolvendo rapidamente em muitos aspectos de
produtividade, impulsionada por uma crescente demanda de mercado, o que torna necessaria
uma reavaliagdo e modificacdes dos sistemas tradicionais de exploragcdo, permitindo um
maior nivel de eficiéncia e rentabilidade, e o suprimento da demanda potencial existente. A
populagdo dos grandes centros consumidores, com sua diversidade racial e de habitos,
promove o crescimento no consumo de carne ovina, expandindo também o mercado para Zse
um leque maior de perspectivas para a ovinocultura brasileira, especialmente tipo carne, a
qual representa uma op¢ao de diversificagdo da atividade rural para os pequenos e médios
produtores, com amplo plano de expansao.

Atualmente, com a intensificacdo da ovinocultura no Estado de Mato Grosso do Sul,
ha necessidade dos produtores buscarem eficiéncia produtiva para garantir o abastecimento do
mercado consumidor interno e, posteriormente, externo. Assim sendo, a otimizacdo da
eficiéncia reprodutiva deve ser um objetivo principal dos criadores, no intuito de alcancarem
alta produtividade, atingindo as metas de qualidade exigidas pelos frigorificos, melhorando o
desempenho ¢ a lucratividade da atividade. Para tal, ¢ fundamental o estudo de tecnologias
que possam ser implementadas por estes produtores com custo e manejo reduzidos e que,
efetivamente, resultem em engrandecimento nos indices produtivos e reprodutivos do
rebanho.

Variagdes nas concentragdes hormonais permitem aos animais adaptarem seu balango
metabolico as diferentes condi¢des ambientais, as modificagdes nos nutrientes e sua
utilizacdo, e as alteracdes homeoréticas durante diferentes fases fisiologicas (TODINI, 2007).
O manejo reprodutivo deve ser adequado para garantir um suprimento alimentar da forragem
que preencha os requerimentos nutricionais dos animais (ROCHE et al., 2011).

Em latitudes entre 35°S e 35°N, a estratégia reprodutiva ndo ¢ baseada somente no
fotoperiodo, pois sdo regides caracterizadas por estacionalidade na disponibilidade alimentar,
ocorrendo perda de peso dos animais no outono, considerada a época mais favoravel para
estacdao reprodutiva com monta natural. Nestes locais, o fotoperiodo pode ser modulado por
outros fatores ambientais (como nutri¢do) ou sociais (como efeito macho ou contato
permanente entre machos e fémeas), permitindo uma produgao mais intensiva e programas de
parigdo acelerados (FORCADA; ABECIA, 2006). E importante o conhecimento dos efeitos
provocados por dietas de flushing, nos animais criados a campo, em termos de perfis

bioquimicos e hormonais, dindmica folicular e indices de produtividade, visando o



16

estabelecimento de técnicas simples de manejo que possam ser difundidas aos produtores e
prontamente utilizadas por eles, trazendo retorno econdomico na forma de mais cordeiros
produzidos em relagdo a area e ao nimero de fémeas utilizadas.

O flushing ¢ uma tecnologia de manejo eficiente e de baixo custo que, ao possibilitar
uma maior taxa de ovulacao e, consequentemente, uma melhor eficiéncia reprodutiva, otimiza
a produgdo de cordeiros. Dobson et al. (2012) citaram que Clark, em 1934, ja trabalhava em
experimentos com utilizacdo de flushing no manejo reprodutivo ovino. Coop (1966) ja
preconizava o uso do flushing por seus efeitos positivos sobre a producao de cordeiros. As
variacoes nutricionais afetam o metabolismo, diretamente, por determinar o substrato exdgeno
para os processos celulares e, indiretamente, através da estimulacdo ou inibi¢cdo de fatores
neuroenddcrinos de regulacio metabolica (VINOLES et al, 2005; SCARAMUZZI;
MARTIN, 2008; SGORLON et al., 2008).

Os nutrientes da dieta promovem a expressao das vias metabdlicas que habilitam os
animais a alcangarem seu potencial genético para produgdo e reproducdo (MARTIN et al.,
2004; BLACHE et al., 2008). Em ruminantes, a nutricdo ¢ uma das entradas exogenas de
sinais que afetam a func¢do reprodutiva em diferentes niveis do eixo hipotadlamo-hipofise-
gonadas (SCARAMUZZI et al., 2006; MEZA-HERRERA et al., 2007; BLACHE et al., 2008;
SAMADI et al., 2013). A ligacdo entre os sistemas metabolico-nutricional e reprodutivo
envolve um ou mais hormonios metabolicos, fluxo de nutrientes e a homeostase nutricional
(SCARAMUZZI et al., 2006). As influéncias significativas exercidas pela nutricdo sobre a
funcdo reprodutiva dao-se através de modificagcdes no peso e na condigdo corporal, afetando
os processos reprodutivos de foliculogénese e esteroidogénese (RHIND; McNEILLY, 1998;
VILLA et al., 2009). Isso ocorre com a utilizacdo de dietas com altos niveis de energia ou de
proteinas (ZINN; PLASCENCIA, 1996; BLACHE et al., 2006; FORCADA; ABECIA, 2006;
MEZA-HERRERA et al., 2007). Répidas modificagdes na composicao da dieta podem afetar
a homeostase metabolica e oxidativa das fémeas (SGORLON et al., 2008). A nutricdo ¢ um
dos fatores mais importantes que afetam a taxa de ovulacdo (RHIND; McNEILLY, 1998;
VINOLES et al., 2005).

Assim buscou-se estudar formas de aplicacdo do flushing, direcionadas as condigdes
de criagcdo ja existentes na maioria das propriedades, sem sofrer influéncias da qualidade
zootécnica do rebanho e sem necessidade de grandes ajustes de manejo e mao-de-obra.

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de dois periodos de suplementacdo com
flushing de curto e longo prazos, sobre as concentragdes dos hormonios metabolicos (insulina,

fator de crescimento semelhante a insulina - 1 - IGF-1, triiodotironina - Ts, tiroxina - T4 €
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cortisol), e de estradiol (E;), maior foliculo ovariano e peso corporal de fémeas ovinas

destinadas a reprodugao.

2. REVISAO DE LITERATURA

Em regides proximas ao Equador, o fotoperiodo pode variar imperceptivelmente, onde
o ciclo reprodutivo ¢ modificado pelas respostas a outros fatores ambientais ou sdcio-sexuais
(FORCADA; ABECIA, 2006; SCARAMUZZI; MARTIN, 2008). Ainda que o eixo
hipotalamo-hipofise-gonadas esteja em equilibrio, o balango pode ser influenciado por fatores
exteroceptivos, tais como a nutri¢do, os sinais socio-sexuais € o fotoperiodo, e muitas das
respostas do sistema hipotdlamo-hipdfise aos sinais nutricionais e s6cio-sexuais dependem do
grau no qual o genotipo do animal responde ao fotoperiodo (MARTIN et al., 2004;
SCARAMUZZI; MARTIN, 2008). Animais estacionais apresentam ciclos anuais de peso
corporal, contetido de gordura, ingestdo alimentar e status reprodutivo e hormonal, que sao
parte de uma complexa adaptagdo para permitir-lhes ajustar-se as condi¢des ambientais
(SZCZESNA et al., 2011).

Os requerimentos nutricionais de fémeas ovinas jovens e adultas estdo correlacionados
ao peso e condi¢do corporal, bem como ao estagio do ciclo e nivel de produgdo reprodutiva,
pois borregas estdo em crescimento e ainda ndo alcancaram seu tamanho corporal de
maturidade, necessitando de mais nutrientes em relacdo as ovelhas adultas (NRC, 2007;
MUNOZ et al., 2009). Varia¢des no balanco de energia entre o pool de energia disponivel e o
pool de energia gasto, podem influenciar algum dos trés niveis do eixo reprodutivo
(hipotalamo, hipofise e gonadas), bem como ter impacto sobre os mecanismos de feedback
regulatorios (BLACHE et al., 2008). Segundo Scaramuzzi et al. (2006), quando os
requerimentos nutricionais do animal sdo maiores do que a ingestdo de nutrientes, ele usara
seus estoques de energia (glicogénio, triglicerideos, proteina) para equilibrar o déficit,
encontrando-se em balango energético negativo. J&4 quando os requerimentos nutricionais sao
menores que a ingestdo, ele armazenara o excesso de nutrientes (como glicogénio e
triglicerideos) e/ou dispersara este excesso como calor metabdlico, estando em balanco
energético positivo. Ovelhas mais jovens, imaturas, podem ter uma sensibilidade mais elevada
ou reduzida habilidade para compensar a restri¢ao ou o excesso nutricional, em um periodo de
demanda especifica (MUNOZ et al., 2009).

Um problema comum no manejo reprodutivo é a caréncia de alimentos que coincide

com os periodos secos, quando a forragem ou o crescimento das pastagens nao ocorre ou ¢
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muito pequeno. O uso de fontes alimentares para compensar a caréncia ou auséncia de
pastagens ricas em energia e proteina ¢ particularmente importante (BLACHE et al., 2008),
como ocorre nos meses de estacdo seca no Mato Grosso do Sul.

Em ovelhas, as populagdes foliculares sdo muito sensiveis ao estimulo nutricional, e a
foliculogénese e a taxa de ovulagdo podem ser facilmente incrementadas por manipulacdes
nutricionais. A manipula¢do da reprodugdo usando técnicas de manejo geral e de nutrigdo,
para controlar a taxa de ovulagdo e a prolificidade, tem baixo custo e pode ser usada em todas
as regides geograficas (SCARAMUZZI et al., 2006; ZACHUT et al., 2008)

Os efeitos nutricionais sobre a taxa de ovulagdo sdo classificados em efeito agudo, no
qual ha auséncia de uma variagdo detectavel no peso corporal, efeito dindmico ou de curto
tempo, associado com peso corporal e condi¢do corporal aumentando, por uma alimentagao
incrementada durante trés a quatro semanas antes da monta, e efeito estatico ou de longo
tempo, em que ha, principalmente, elevado peso e condi¢do corporal, no qual ovelhas mais
pesadas tém maior taxa de ovulacdo que ovelhas mais leves (COOP, 1966; SCARAMUZZI et
al., 2006). No experimento de Meza-Herrera et al. (2007) houve predominio do componente
estatico da nutricdo das ovelhas sobre o status metabdlico, demonstrando que este fator atua
mais em nivel local do que por modificar a secre¢do de hormonios periféricos. Em ovelhas
alimentadas com dieta de cinco dias contendo alta energia e proteina (grao de tremogo) houve
uma tendéncia a maior numero de foliculos ovarianos de todos os tamanhos, sem variacao no
peso corporal dos animais, sugerindo que as respostas gonadais a nutricdo estdo mais
associadas aos sinais metabolicos e nutricionais especificos do que com peso ou condigdo
corporal (SOMCHIT et al., 2007).

A influéncia do nivel de ingestdo alimentar sobre o modelo de dinadmica folicular e a
taxa ovulatoria de ovelhas é manifestada em um estdgio mais tardio do ciclo estral,
possivelmente através da composicdo do ambiente folicular (RHIND; McNEILLY, 1998;
VINOLES et al., 2005), o que pode refletir uma fungio integrada de gonadotrofinas,
hormonios metabodlicos e fatores de crescimento (RHIND; McNEILLY, 1998; SAMADI et
al., 2013). As gonadotrofinas sdo, certamente, o principal fator regulador no desenvolvimento
do foliculo antral, mas também interagem com uma variedade de mecanismos de fatores de
crescimento locais. Fatores extraovarianos, como as modificagoes nutricionalmente mediadas
nos hormonios metabolicos, também afetam diretamente o desenvolvimento folicular e a
qualidade dos odcitos (WEBB et al., 2004; ROSALES-NIETO et al., 2011; SAMADI et al.,
2013). Dentre os fatores nutricionais responsaveis pelas variaveis reprodutivas, pode-se

destacar o efeito da proteina (MEZA-HERRERA et al., 2007), do nivel de vitamina A
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(SHAW et al., 1995), da concentragao de gordura (GHOREISHI et al., 2007; ESPINOZA et
al., 2008; ZACHUT et al., 2008; GULLIVER et al., 2012), da condicdo corporal e da
densidade energética da dieta (ZINN; PLASCENCIA, 1996; FORCADA, ABECIA, 2006;
NRC, 2007), os quais tém efeitos aditivos ou supressivos sobre os niveis plasmaticos de
substancias determinantes do perfil metabolico dos animais. Alteracdes induzidas
nutricionalmente em varios hormonios metabdlicos podem estar correlacionadas com
modificacdes na fungdo ovariana, e os esteroides ovarianos podem modular a ag¢do e a
producao dos hormodnios metabolicos, resultando em curvas de feedback interativas, positivas
ou negativas (WEBB et al.,, 2004; SCARAMUZZI et al., 2006; BLACHE et al., 2008;
SAMADI et al., 2013).

A funcdo folicular ¢ conhecida como sendo dependente, ndo somente dos sinais
gonadotroficos mas, também, dos perfis de hormdnios metabolicos e fatores de crescimento,
os quais podem influenciar a esteroidogénese folicular ovariana e a diferenciagdo celular e,
com isto, a capacidade ovulatéria (SCARAMUZZI et al., 2006; VINOLES et al., 2009).
Modificacdes na dieta causam uma rapida e imediata alteracdo em varios agentes metabdlicos
humorais, incluindo glicose, insulina, leptina e IGF-1, os quais, uma vez estimulados, levam a
supressdo da produgio de estradiol (E,) (VINOLES et al., 2005; SCARAMUZZI et al., 2006;
ESPINOZA et al., 2008; VINOLES et al., 2009).

A adicdo de diferentes ingredientes na dieta resulta em distintos modelos de
fermentagdo ruminal e produtos de digestdo pds-ruminal. Ao atingirem o sangue, estes
produtos podem ter efeitos marcantes sobre as concentragdes sanguineas de amonia, ureia e
glicose, as quais, por sua vez, podem afetar as concentragdes de hormonios e o balanco de
eixos hormonais, refletindo-se na composi¢ao de fluidos foliculares e uterinos (ROCHE et al.,
2011). Em ovelhas recebendo infusdo intravenosa de glicose, a insulina e a leptina
plasmaticas aumentam de forma aguda, ao contrario das fémeas que receberam
suplementagdo de tremogo duas vezes ao dia, por trés ou cinco dias, em que os aumentos
nestes hormonios foram mais lentos e graduais. Ja o IGF-1 nao variou, levando a suposigdo de
que os efeitos nutricionais de curto prazo sobre o sistema IGF, no foliculo, envolvam
mecanismos ligados aos sistemas insulina-glicose e leptina (SCARAMUZZI et al., 2006).

Ao nivel hipotalamico, influéncias nutricionais sobre a reproducao sao qualitativas na
fertilidade, por definir se o animal ovula ou ndo. Contudo, uma vez que este limiar ¢
alcangado e os ciclos ovarianos estejam ocorrendo, a regulacdo nutricional torna-se
quantitativa, atuando no foliculo, para determinar a taxa de ovulagdo (SCARAMUZZI,

MARTIN, 2008). O status do desenvolvimento folicular no momento das concentragdes
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maximas de glicose ¢ hormdnios metabodlicos pode ser um dos fatores que determinam se a
taxa de ovulacdo aumentard ou nio (VINOLES et al., 2005). Um certo nivel de reservas de
gordura pode ser requerido para o efeito da suplementagdo sobre a taxa de ovulacdo
(BLACHE et al., 2006). No entanto, os resultados de Vifioles et al. (2009) demonstraram que,
ovelhas com diferencas de 0,6 ponto em seu escore de condicao corporal, podem responder a
suplementagdo de sete dias. Ovelhas subalimentadas por Sosa et al. (2010), com balango
energético negativo, evidenciaram um desvio desfavoravel nos modelos de desenvolvimento
final do foliculo dominante quando comparados com os animais controle, demonstrando a
influéncia nutricional sobre a foliculogénese.

Segundo Forcada e Abecia (2006), a modificacdo da estacionalidade reprodutiva em
ovelhas que tenham um moderado nivel de reservas de gordura usando a nutri¢do como Unica
ferramenta de manejo, parece ser dificil. No entanto, citam ainda que, em ambiente tropical, ¢
possivel vencer o efeito regulatério do fotoperiodo sobre a estacionalidade reprodutiva em
ovelhas que tenham um nivel de reservas de gordura moderadamente alto. Neste sentido, Zinn
e Plascencia (1996) registraram melhoria na eficiéncia alimentar, como resultado das maiores
quantidades de energia metabolizavel nos lipidios em relagdo aos carboidratos e proteina, com
0 que também corroboram Ghoreishi et al. (2007), utilizando dietas com gordura protegida
comercial. Ovelhas em moderada condicdo corporal (2,0-2,75 numa escala de 0-5), mas
alimentadas acima de seus requerimentos para manutengdo (flushing), durante as semanas
antes da ovulagdo e da cobertura, t€ém taxas de ovulacdo e pari¢gdo mais altas que aquelas
fémeas em condi¢do corporal similar, alimentadas com ragdo para manutencao do peso vivo
(RHIND; MCNEILLY, 1998).

O peso corporal e o escore de condicao corporal de ovelhas nao foram alterados com a
suplementagdo de curto prazo, mas aquelas fémeas em baixa ou moderada condigdo corporal
tiveram um aumento na taxa de ovulagdo apds um periodo de suplementagdo de sete dias
(VINOLES et al., 2009). Para o controle da taxa ovulatéria, as a¢des dos sinais nutricionais
chegando ao foliculo ovariano sdo mais importantes do que as modifica¢cdes induzidas pela
nutri¢do na atividade dos centros no cérebro que controlam a secrecdo de GnRH (MARTIN et
al., 2004).

A subnutricdo tem efeitos sobre as caracteristicas foliculares, evidenciados nos
estagios tardios do desenvolvimento folicular, pois ovelhas alimentadas para balanco
energético negativo demonstraram um desvio nos modelos de desenvolvimento ao final da
onda folicular, quando comparadas aos animais controle com balango energético positivo

(SOSA et al., 2009).
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O mecanismo pelo qual incrementos nutricionais de curto tempo afetam o
desenvolvimento folicular ndo envolve um aumento nas concentragdes de FSH, mas pode
envolver respostas as concentragdes elevadas de insulina, glicose e leptina, atuando
diretamente em nivel ovariano, produzindo respostas agudas (VINOLES et al., 2005;
SCARAMUZZI et al., 2006; SAMADI et al., 2013). A supressao nutricional da secre¢ao de
E, leva a aumentos compensatdrios indiretos na secre¢ao de FSH, rdpidos e transitdrios, o que
estimula a foliculogénese e restaura a homeostase feedback negativa (SCARAMUZZI et al.,
2006). Szymanski et al. (2007) levantaram a hipdtese de que, em ovelhas submetidas a
restri¢ao alimentar e, em seguida, alimentadas a vontade, os pulsos de LH sdo interrompidos
pela restricdo e reiniciados por modificacdes na utilizagdo de combustiveis metabdlicos
oxidaveis e pela insulina. O pool de foliculos disponiveis para a a¢do da glicose e dos
hormonios metabdlicos pode ter um papel-chave em estimular um aumento na taxa ovulatéria
(VINOLES et al., 2005).

A insulina ¢ um importante regulador da foliculogénese por causa de seu controle
geral no fornecimento de glicose as células da teca e da granulosa, modulando a fungao
folicular. Assim, um incremento no fornecimento de glicose, mediado pela insulina nas
células foliculares, pode ser critico para o crescimento de foliculos e a prevengdo da atresia,
aumentando o pool de foliculos ovulatorios (SCARAMUZZI et al., 2006; SOMCHIT et al.,
2007; ZABULI et al., 2010). O aumento do E, ativa receptores de membrana nas células 3
pancreaticas, levando a uma liberagdo aguda de insulina, o que potencializa o transporte de
glicose as células (ROPERO et al., 2008). Sendo a glicose a maior fonte de energia para o
ovario, e os foliculos tendo transportadores de glicose, um incremento no fornecimento de
glicose e nos hormdnios metabolicos aumentara a energia utilizdvel pelos foliculos, bem
como sua habilidade para crescer (MUNOZ—GUTIERREZ et al., 2004; VINOLES et al.,
2009).

Na ovelha, o IGF-1 promove, principalmente, proliferacdo das células da granulosa de
pequenos foliculos (de 1-3 mm de diametro), por aumentar a expressao de receptores para
FSH, enquanto em grandes foliculos antrais (>5 mm de didmetro), estimula a secrecdo de
progesterona (P4) pelas células da granulosa (SOUZA et al., 2007; SILVA et al., 2009).

Ao estro, ovelhas estudadas por Sosa et al. (2006) manifestaram, tanto em animais
recebendo a dieta normal quanto naqueles subnutridos, picos nas concentragdes de glicose,
insulina e IGF-1, o que poderia estar relacionado a uma resposta aguda as praticas de detec¢ao
de estro (estresse), desencadeantes de uma reduzida utilizacdo de glicose, assim como a um

aumento na sensibilidade pancreatica ao E,. A elevagdo vista no IGF-1 poderia estar
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relacionada ao coincidente pico de insulina, que levaria a maior secre¢ao hepatica de IGF-1.
Aumentos nas concentragdes de insulina melhoram a resposta dos foliculos ovarianos as
gonadotrofinas e garantem a producao de IGF-1 hepatico (ROCHE et al., 2011).

No trabalho de Vifioles et al. (2005), um grupo de ovelhas recebeu o dobro da dieta de
manuten¢do, entre os dias 9 e 14 de um ciclo sincronizado com duas inje¢des de PGF,a, o
que resultou em aumento das concentragdes plasmaticas de insulina do primeiro ao sexto dias
de suplementagdo, em relacdo ao grupo controle, enquanto as concentragdes de IGF-1 ndo
apresentaram variagoes.

Os hormonios tireoideanos sdo considerados indicadores do status metabdlico e
nutricional dos animais, quando a ingestdo de alimentos ¢ marcadamente estacional, e isto
torna-se o maior fator na modificacdo do modelo estacional dos perfis sanguineos de
hormoénios tireoideanos, responsaveis pela regulagdo da taxa metabodlica basal (FREAKE;
OPPENHEIMER, 1995; TODINI, 2007). Amaral et al. (2009) encontraram concentragdes de
T3 maiores na raca Santa Inés em relacao as ragas Texel e Ile de France, levando a uma maior
acdo termogénica para manter a homeotermia. No experimento de Rosales-Nieto et al. (2011),
as concentra¢des de T3 e T4 foram semelhantes entre cabras alimentadas com 100% ou 150%
de seus requerimentos nutricionais. Algumas condi¢des ambientais podem causar grandes
perdas de calor, requerendo suplementacdo da produgdo basal de calor como mecanismo
adaptativo (FREAKE; OPPENHEIMER, 1995).

Os hormonios tireoideanos permitem o aumento na receptividade ao feedback negativo
de E,, mas sdo, também, requeridos para ciclos estacionais independentes de esteroides na
frequéncia de pulso de LH (ANDERSON et al.,, 2002; TODINI, 2007). O Ts, cujas
concentragdes plasmaticas correlacionam-se, significativamente, com balangos de energia e
nitrogénio, pode estimular, diretamente, a ingestdo alimentar ao nivel hipotalamico (ntcleo
ventro-medial), enquanto a quantidade e a qualidade do alimento ingerido sdo o maior
determinante das concentragdes plasmaticas de hormoénios tireoideanos (TODINI, 2007). A
regulacdo da produgdo e do uso de energia pelas células é regulada pelo Ts, através do
controle sobre o consumo de oxigénio (FREAKE; OPPENHEIMER, 1995).

No entanto, os animais possuem habilidade para estocar energia e, também, criar
mecanismos e estratégias para manejar seus depdsitos de gordura de acordo com as
modificacdes no suprimento e demanda energéticos ou com as condigdes ambientais
(SZCZESNA et al., 2011).

O cortisol interfere negativamente com os momentos de expressao dos eventos da fase

folicular em varias vias, em ambos os niveis, ovariano ¢ neuroendocrino (BREEN; KARSCH,
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2006). A ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal suprime as fungdes reprodutivas
através da ativacdo de neurénios CRH (hormdnio liberador de corticotrofina) no nticleo para-
ventricular hipotaldmico, inibindo a secrecao pulsatil de LH, resultando em reduzida atividade
gonadal (MOGTI et al., 2008). Os estressores afetam a secrecdo de pico de GnRH/LH por
interferirem com um mecanismo opioidérgico no hipotalamo (DOBSON et al., 2012). Por
suprimir a secre¢do pulsatil de LH, o cortisol pode prevenir ou atrasar o pico pré-ovulatorio
de E; e, por fim, o pico pré-ovulatério de LH (BREEN; KARSCH, 2006). No entanto, os
efeitos do cortisol sobre a ingestdo alimentar e a funcdo metabolica sdo dependentes de um
set-point (nivel exato para a¢dao) metabodlico do hipotalamo, determinado pela estacdo do ano,
cujas variagdes inatas parecem influenciar a via pela qual as concentracdes elevadas de
cortisol alteram a ingestdo e outras variaveis metabolicas (HENRY et al., 2010).

O cortisol também tem um importante papel na manutengao da fungdo do corpo luteo,
por inibir diretamente a secre¢do uterina de PGF,a para suportar a implantacdo embriondria e
o desenvolvimento inicial do embrido (DUONG et al., 2012). A sensibilidade do endométrio
aos hormonios esteroides ¢ critica para prevenir a lutedlise e para o reconhecimento materno
da prenhez e sua manutencdo e, desta forma, o destino do embrido (SOSA et al., 2006). O
cortisol pode, ainda, suprimir a receptividade ovariana ao FSH e ao LH, levando a uma
redugdo na secrecao de E, e, consequentemente, interferindo com o pico pré-ovulatério de
LH, além de uma possivel acdo de comprometimento da resposta neuroenddcrina ao feedback
positivo do E; (BREEN; KARSCH, 2006).

A produgdo metabdlica sob uma suplementagdo nutricional de tempo curto (trés a sete
dias) difere muito daquela de um periodo de seis a oito semanas de suplementagdo. Da mesma
forma, as consequéncias metabolicas da suplementacdo alimentar de animais em balango
energético negativo serdo muito diferentes daquelas de animais em balango energético
positivo. Os efeitos sobre a foliculogénese ovariana também dependerdo do estado metabdlico
do animal e da natureza da suplementacdo (SCARAMUZZI; MARTIN, 2008). O ovario pode
ser estimulado por uma variedade de dietas, tanto longas quanto naquelas que possam
aumentar a quantidade de energia e/ou proteina por uns poucos dias proximos a ovulacao
(BLACHE et al., 2008)

Modificac¢des nas concentracdes de hormdnios metabolicos no sangue sdo importantes
sinais que informam o status nutricional de mamiferos (MEZA-HERRERA et al., 2007,
MEZA-HERRERA et al., 2008; ROSALES-NIETO et al., 2011). Metabdlitos e hormdnios
metabolicos podem ser absorvidos do sangue e provocar respostas no utero e na glandula

mamaria com um maior grau de independéncia do controle central (MARTIN et al., 2004).
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Altos niveis de fornecimento de energia na dieta podem reduzir a performance reprodutiva,
por aumentar a taxa de clearance (depuragdo plasmatica) da P4 e do E, (MEZA-HERRERA et
al., 2007; RENQUIST et al., 2008).

A nutri¢cdo tem um marcante impacto sobre o clearance dos hormonios esteroides, o
que pode refletir-se nas suas concentracdes plasmaticas. A ingestdo alimentar elevada esta
associada a maior taxa de clearance metabdlico dos esteroides, devido ao fluxo sanguineo
aumentado no figado e intestino (MEZA-HERRERA et al., 2007). Diferencas na taxa de
clearance, mais do que nos niveis de secrecao, podem explicar a aparente relacdo inversa
entre nutricdo e concentracdes periféricas de esteroides (FORCADA; ABECIA, 2006;
RENQUIST et al., 2008). Variagdes na funcdo hepatica podem, também, afetar a taxa de
clearance metabdlico dos hormoénios esteroides por diminuir a produgdo ou clearance das
proteinas de unido a estes hormonios (RENQUIST et al., 2008).

Parece que o efeito do estimulo nutricional de curto prazo, em termos de indugdo de
aumentos na taxa de ovulagdo, ¢ mais fraco do que o estimulo nutricional de longo prazo em
pequenos ruminantes. E largamente conhecido que o flushing de longo prazo (3-4 semanas),
considerado tradicional, produz resultados de aumento na taxa ovulatoria (COOP, 1966). Um
certo periodo de status metabdlico aumentado, estimulando a emergéncia e crescimento de
foliculos ovulatdrios ¢ requerido em uma estratégia para promover a performance ovariana
por estimulo nutricional de curto prazo (ZABULI et al., 2010).

Uma alta ingestdo de alimentos ou um alto conteudo de gordura corporal podem estar
associados com reduzida atividade estrogénica no plasma, a qual leva a menor sensibilidade
hipotaldmica ao feedback negativo do E, (FORCADA; ABECIA, 2006). Porém, a efetividade
da manipulacdo nutricional sobre a taxa ovulatoria nem sempre ¢ consistente, o que sugere
que um aumento nesta taxa dependa do status folicular no comeco do tratamento nutricional,
entre outros fatores (VINOLES et al., 2005). Concentra¢des elevadas de E, sdo fundamentais,
pois o aumento do E, ativa receptores de membrana nas células 3 pancreaticas, levando a uma
liberagdo aguda de insulina (ROPERO et al., 2008), fundamental para a dominancia do maior
foliculo, culminando com ovulagao.

O E, também tem acdes metabdlicas, pois diminui o complexo lipoproteina de baixa
densidade (LDL)-colesterol e aumenta o complexo lipoproteina de alta densidade (HDL)-
colesterol plasmaticos, sendo o decréscimo no LDL-colesterol resultado do incremento da
expressao hepatica de receptor-LDL, o que aumenta o clearance da LDL plasmatica ¢ a
secrecdo de colesterol na bile (FAULDS et al., 2012). Além disso, os estrogenos podem

regular a quantidade de tecido adiposo branco em machos e fémeas, uma vez que seu receptor
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o esta envolvido no metabolismo de glicose mediado pela insulina no tecido adiposo e

musculo esquelético (ROPERO et al., 2008).
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Respostas de insulina, IGF-1, Tj, T4, cortisol e estradiol em ovelhas submetidas a

flushing de curto e longo prazo
Responses of insulin, IGF-1, Ts, Ty, cortisol and oestradiol in sheep under the flushing of short and
long time
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o tempo de suplementacdo com
flushing no inicio da estagdo reprodutiva, sobre os perfis de hormdnios metabolicos, estradiol,
maior foliculo e peso corporal de fémeas ovinas destinadas a reproducdo. Utilizaram-se 30
ovelhas Santa Inés adultas, ciclicas, com escore corporal de 2,5 a 3,0, distribuidas em dois
grupos de 15 animais. No grupo 30 dias (Gsp), as ovelhas foram mantidas em pastagem de
grama batatais (Paspalum notatum fluegge) e suplementadas com silagem de milho uma vez
ao dia, durante 30 dias pré-cobertura. No grupo sete dias (G7), permaneceram em pastagem de
grama batatais, sem suplementagdo, até nove dias antes da cobertura, quando passaram a
receber uma suplementacdo de concentrado com alto teor energético (milho moido), uma vez
ao dia, por uma semana. O sangue foi colhido ao inicio e final da suplementacdo e no dia do
estro, para quantificacdo sérica de triiodotironina (Ts), tiroxina (T4), IGF-1, insulina, cortisol e
estradiol. O tamanho do maior foliculo em cada ovario foi medido por ultrassonografia no dia
do estro. Apos analise estatistica verificou-se que os perfis hormonais mostraram-se similares
nos dois grupos, compativeis com equilibrio metabdlico, nutricional e reprodutivo, tendo
concentragdes maiores (exceto para Ts) no inicio do flushing no Gsy e no estro no G7. O Gsg
ganhou peso ao longo do flushing. As concentragdes séricas de estradiol e o tamanho do
maior foliculo nos ovarios ndo variaram entre as dietas. Em conclusdo, o uso de flushing no
inicio da estagdo reprodutiva, seja com silagem de milho em longo prazo ou com milho moido
em curto prazo, apresenta resultados semelhantes sobre os perfis de hormonios metabolicos de
Ts, T4, IGF-1, insulina e cortisol, representando uma alternativa viavel para a preparagdo das
ovelhas para a reprodugdo, uma vez que os ovarios das mesmas continham foliculos
igualmente estrogénicos.

Palavras-chave: dietas, hormdnios, ovinos, foliculo ovariano, reprodugao

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the supplementation period at early
reproductive season, on profile of metabolic hormones, estradiol, large follicle and body

weight to ewes breeding. Thirty adult cyclic Santa Inés with body condition scores around 2,5
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and 3 were used, the sheep was separated into groups of 15 animals. At the thirty days group
(G30), the ewes were kept grazing on batatais (Paspalum notatum Flueggé) grass and
supplemented with corn silage once a day, during trinta days before the breeding period. The
seven days group (G7), the animals were grazed on batatais grass, without supplementation
until nine days before breeding, from this time these sheep were supplemented with high
energy diet (ground corn), once a day, during one week. Blood was collected at the beggining
and at the end of the supplementation, and at the estrus day, to quantify serum
tritodothyronine (T3), thyroxine (T4), IGF-1, insulin, cortisol and estradiol. The size of large
follicle in each ovary it was measured by ultrasound on day estrous. The statistical analysis
was verified that hormonal profile remained in the physiological limits at the both groups,
consistent with metabolic, nutritional and reproductive balance and Gsy gained weight during
the period of flushing. Oestradiol serum concentrations follicle diameter in the ovaries were
not different between diets. In conclusion, the use of flushing at the beginning of breeding
season either with corn silage a long time or with ground corn a short time, it shows similar
results on profiles of metabolic hormones Ts, T4, IGF-1, insulin and cortisol representing a
viable alternative for the preparation of sheep for reproduction, once a time the ovaries of her
also contained follicles equally oestrogen.

Keywords: diet, hormones, ovine, ovarian follicle, breeding

Introducio

O flushing ¢ uma técnica de manejo eficiente e de baixo custo, que, ao possibilitar maior
taxa de ovulagdo e, consequentemente, melhor eficiéncia reprodutiva, otimiza a producdo de
cordeiros. Dobson et al. (2012) citam que Clark, em 1934, ja trabalhava em experimentos com
utilizagdo de flushing no manejo reprodutivo ovino. E largamente conhecido que o flushing de
longo prazo (3-4 semanas), considerado tradicional, produz resultados de aumento na taxa
ovulatéria (Coop, 1966). E importante o conhecimento dos efeitos provocados por dietas de
flushing, nos animais criados a campo, sobre os perfis hormonais, dinamica folicular e indices
de produtividade, visando o estabelecimento de técnicas simples de manejo que possam ser
difundidas aos produtores e prontamente utilizadas por eles, trazendo retorno econdémico na
forma de mais cordeiros produzidos em relacdo a 4rea e ao numero de fémeas utilizadas.

Os nutrientes da dieta promovem a expressdo das vias metabolicas que habilitam os
animais a alcangarem seu potencial genético para produgdo e reproducdo (Martin et al., 2004;
Blache et al., 2008). Em ruminantes a nutricdo ¢ uma das entradas exdgenas de sinais que
afetam a fungdo reprodutiva em diferentes niveis do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas

(Scaramuzzi et al., 2006; Meza-Herrera et al., 2007; Blache et al., 2008; Samadi et al., 2013).
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A ligacdo entre os sistemas metabodlico-nutricional e reprodutivo envolve um ou mais
hormonios metabolicos, fluxo de nutrientes e homeostase nutricional (Scaramuzzi et al.,
2006).

A nutricdo pode afetar varios aspectos do processo reprodutivo, como a puberdade,
producao de gametas, crescimento placentario, lactacdo, programacao fetal e producdo de
colostro em relagdo a sobrevivéncia dos filhotes neonatos (Martin et al., 2004; Scaramuzzi et
al., 2006; Somchit et al., 2007). As influéncias exercidas pela nutri¢do na reproducio afetam
eventos como a foliculogénese e esteroidogénese (Villa et al., 2009).

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de dois periodos de suplementagdo com
flushing de curto e longo prazos, sobre as concentracdes séricas dos hormonios metabolicos
(insulina, fator de crescimento semelhante a insulina -1 - IGF-1, triiodotironina - Tj, tiroxina -
T4 e cortisol), e de estradiol (E,), tamanho do maior foliculo ovariano e peso corporal de

fémeas ovinas destinadas a reproducao.

Material e Métodos

O experimento foi certificado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA —
UFMS sob protocolo n® 302/2011. Utilizaram-se 30 ovelhas Santa In€s adultas e ciclicas, com
idades entre dois e quatro anos, multiparas, reprodutivamente aptas, criadas em um rebanho
no municipio de Fatima do Sul-MS, latitude 22°22°27” Sul e longitude 54°30°50” Oeste. As
fémeas apresentavam escore corporal entre 2,5 a 3,0 (Pugh, 2004), obtidos pela manutencao
das mesmas em pastagem natural, sem suplementacdo, por, no minimo, 30 dias. O
experimento foi realizado no periodo de transi¢do de final de primavera e verao, nos meses de
novembro de 2010 até janeiro de 2011, durante os quais os animais receberam os tratamentos,
de acordo com o manejo experimental.

As ovelhas foram pesadas, seu escore condi¢ao corporal (ECC) avaliado em escala 0 — 5
(Pugh, 2004) e o sangue colhido, em tubos com vacuo, para posterior obtencdo de soro.
Distribuiram-se ao acaso as fémeas em dois grupos (Gs3p € G7) de 15 animais cada, submetidos
a duas dietas de flushing, formuladas segundo NRC (2007), para fornecer 100% das
exigéncias nutricionais dos animais juntamente com a pastagem, sendo a suplementacio de
2,7% do peso corporal das ovelhas. No Grupo 30 dias (G3p; n=15) as ovelhas foram mantidas
em pastagem natural de grama batatais (Paspalum notatum Flueggé), sem alternancia de
piquete, com igual disponibilidade de forragem, e receberam um suplemento de silagem de
milho uma vez ao dia, durante 30 dias pré-cobertura (considerando-se como tratamento
convencional, controle, por ja ter seu efeito comprovado), sendo pesadas e tendo o sangue

colhido ao inicio e término do tratamento nutricional e no dia do estro, sempre no periodo da
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manha. No Grupo sete dias (G7; n=15), as ovelhas permaneceram em pastagem natural de
grama batatais, sem suplementacdo, até nove dias antes da cobertura, quando passaram a
receber, por uma semana, uma suplementagcdo com ragao de alto teor energético amilho moido
PB=9% e NDT=80%), uma vez ao dia, sendo pesadas e tendo o sangue colhido também na
manha dos dias de inicio e término do tratamento nutricional e no dia do estro.

Realizou-se, durante o periodo de flushing, a sincronizacao de estro destas fémeas, com
dispositivos intravaginais de progesterona (CIDR®), mantidos por seis dias e aplicacio de 350
Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG, Novormon®) no momento da retirada
(coincidente com o término do flushing do G7). Foi realizada a monta controlada das fémeas
por carneiros comprovadamente aptos, seguindo-se o manejo convencional da propriedade.

No dia seguinte a retirada dos dispositivos, submeteram-se as fémeas a ultrassonografia
transretal (equipamento SIUI - CTS-5500V e transdutor linear retal prostatico U7150 de 5 a
10 MHz), para avaliagdo ovariana, com énfase no maior foliculo, mantendo-se os animais em
estacdo, colhendo-se sangue para quantificacdo de estradiol.

As amostras de soro foram quantificadas em suas concentragdes hormonais de
tritodotironina (T3; Coat-A-Count Triiodotironina, fase sdlida, Diagnostic Products
Corporation), tiroxina (Ts; Coat-A-Count Tiroxina, fase solida, Diagnostic Products
Corporation), fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1; IGF-1 — DSL Diagnostic
Systems Laboratories), insulina (Coat-A-Count Insulina, fase so6lida, Diagnostic Products
Corporation), cortisol (Coat-A-Count Cortisol, fase solida, Diagnostic Products Corporation),
e estradiol (Estradiol — DSL®, fase solida), por radioimunoensaio, no Laboratorio de
Endocrinologia da FMVZ/UNESP — Botucatu, SP.

O efeito do grupo experimental e do momento de andlise, bem como da interacdo entre
estes fatores, em relacdo aos niveis séricos de T3, T4, IGF-1, insulina, cortisol e E,, assim
como do peso corporal e do ECC, foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) de
medidas repetitivas, no tempo (inicio, término e dia do estro), seguida pelo pds-teste de
Tukey. O mesmo teste foi usado para a avalia¢ao do efeito do grupo experimental e do ovario,
bem como da interagdo entre estes, em relagdo ao tamanho dos foliculos. J4 a comparacao
entre os grupos, em relacdo ao nivel sérico de estradiol, foi realizada por meio do teste t-
student. Utilizou-se o “Software” SigmaStat, versdo 3.5, considerando-se um nivel de

significancia de 5%.

Resultados e Discussio
As médias de peso corporal ndo diferiram entre os grupos experimentais, inicio e

término do flushing (p>0,05; Tabela 1).
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Tabela 1. Médias (+ erro padrao da média) do peso corporal (kg) e do escore de condicdo
corporal (ECC; 0-5) de ovelhas Santa Inés, suplementadas com flushing de trinta dias e de

sete dias, no inicio e término do flushing, Fatima do Sul, MS.

Flushing
Variavel 30 dias 7 dias
Inicio Término Inicio Término
Peso 44,03+0,37%  46,97£0,42*  44,70+0,30"*  44,79+0,33"
ECC 3,14+0,02%° 3,56:+0,02"° 2,97+0,02 2,97+0,02°

* letras maiusculas distintas indicam diferenca entre momentos no grupo; letras minusculas distintas indicam

diferencas entre grupos em cada momento.

No entanto, no Gsg, 0 peso foi maior (p<0,001) ao final do flushing em relagdo ao peso
inicial (p<0,05), o que ndo foi verificado no G7 (p>0,05). Somchit et al. (2007) também ndo
verificaram variagdo no peso corporal de ovelhas alimentadas com dieta de cinco dias
contendo alta energia e proteina (grdo de tremog¢o). De forma similar ao Gjp, ovelhas
alimentadas por Lazarin et al. (2012) com milho ou farelo de soja, para obten¢do de dietas
com alto teor proteico, durante 28 dias pré-ovulagdo e em mais um ciclo estral, apresentaram
maior peso corporal e ganho de peso didrio em relacdo aos animais recebendo dieta de
manuten¢do, ainda que a condi¢do corporal ndo tenha variado.

O ganho de peso variou entre os grupos (p<0,0001), com 2,93 kg para o G3o e 0,08 kg
para o G7, havendo uma alta correlagdo positiva entre peso inicial e peso final (p<0,0001; r =
0,97). Este ganho de peso era esperado, uma vez que o Gjy recebeu uma suplementagao
alimentar por tempo mais longo, com um efeito dindmico da nutri¢do destinado a melhorar a
taxa ovulatéria durante o periodo reprodutivo, associado com peso corporal em aumento
progressivo (Scaramuzzi et al., 2006; Blache et al., 2008; Sosa et al., 2009). Além disso, este

ganho de peso sera importante na futura gestacdo destas fémeas, para responder positivamente
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a demanda energética aumentada pelo desenvolvimento embrionario/fetal, placenta e lactagao.
Ja o G7 encontrava-se sob o efeito agudo, sem ganho de peso (Coop, 1966; Scaramuzzi et al.,
2006). A producdo metabdlica de uma suplementag@o nutricional de tempo curto (trés a sete
dias) difere muito daquela de um periodo de seis a oito semanas de suplementacao
(Scaramuzzi e Martin, 2008), fato verificado na auséncia de diferenca de peso entre os
animais do G; em relagdo ao ganho de peso daqueles do Gso. E importante considerar,
também, que animais estacionais exibem variagdes anuais de peso corporal, conteido de
gordura, ingestdo alimentar e status reprodutivo e hormonal, que sdo parte de uma adaptagao
para permitir-lhes ajustar-se as condi¢des ambientais (Szczesna et al., 2011), e que esta
caracteristica ¢ mantida, mesmo em animais sob suplementagdo. Isto pode interagir com
algum dos trés niveis do eixo reprodutivo (hipotdlamo, hipofise e gonadas), bem como ter
impacto sobre os mecanismos de feedback regulatorios (Blache et al., 2008).

Ja o ECC apresentou efeito de grupo (p=0,002) e momento (p<0,001), em que o Gjy
teve maior ECC que o G7 ao final do flushing (p<0,05; Tabela 1), acompanhando o ganho de
peso corporal, sem variagdes no momento inicial (p>0,05). O estado nutricional dos animais,
refletido em sua condicdo corporal, ¢ determinante para manter uma adequada fungdo
reprodutiva (Villa et al., 2009).

De forma semelhante, no experimento de Vifioles et al. (2009), o peso corporal € o
ECC nao foram alterados com a suplementagdo em curto prazo (sete dias), mas os autores
afirmaram que ovelhas com diferencas de 0,6 ponto em seu ECC, podem responder com um
aumento da prolificidade a suplementacdo de sete dias. Meza-Herrera et al. (2008) citaram
que o nivel nutricional, em longo prazo, determina tanto o peso como a condi¢do corporal,
como verificado no presente experimento, enquanto em curto prazo, estd relacionado ao nivel
aumentado de nutrientes estimulando diretamente as caracteristicas reprodutivas.

Como a reprodu¢do tem uma demanda energética muito elevada, com variagdes ao
longo do ciclo reprodutivo, o balango energético ¢ um forte regulador da funcio reprodutiva
(Blache et al., 2008). Portanto, ¢ fundamental a manutencdo ou o ganho de peso corporal e/ou
de ECC, como visto nos animais dos dois grupos deste experimento, pois 0 manejo
reprodutivo deve ser adequado para garantir um suprimento alimentar da forragem que
preencha os requerimentos nutricionais dos animais (Roche et al., 2011). No entanto, em
regides de clima tropical, as vezes ¢ dificil encontrar os requerimentos de nutricdo adequados
dos rebanhos, porque a quantidade e a qualidade das forragens variam com a estagdo, as quais
podem ser escassas na estagdo seca (Blache et al., 2008), o que refor¢a a importancia do
Sflushing.

O status metabdlico do animal (balango energético positivo ou negativo) e as
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alteragdes concomitantes no apetite e na divisao de nutrientes entre os tecidos sao regulados
por uma série de complexas interagdes entre as concentragdes sanguineas de hormoénios
metabolicos (IGF-1, hormoénio do crescimento, insulina e leptina) e os varios fluxos de
nutrientes no sangue (Scaramuzzi et al., 2006; Blache et al., 2008). Modificagdes nas
concentracdes de hormonios metabdlicos no sangue sdo importantes sinais que informam o
status nutricional de mamiferos (Meza-Herrera et al., 2007; 2008; Rosales-Nieto et al., 2011).

Na Tabela 2 estdo apresentadas as médias + erro padrao dos hormodnios metabdlicos
avaliados, nos trés distintos momentos, sejam eles inicio e término do flushing e dia do estro,
para os grupos estudados.

O intervalo de variagao fisiologico das respostas enddcrinas as diferentes condigdes ¢

muito grande, e valores de referéncia sdo dificeis de obter (Todini, 2007).



Tabela 2. Médias (£ erro padrdo da média) da concentracdo dos hormoénios Tj, T4, IGF-1, insulina e cortisol, em ovelhas Santa Inés,
suplementadas com flushing de trinta dias e de sete dias, nos dias de inicio e término do flushing e no dia do estro, Fatima do Sul, MS.

Flushing
30 dias de suplementacao 7 dias de suplementacio

Variavel Inicio Término Dia do estro Inicio Término Dia do estro
Ts-triiodotironina (ng/dL) 78,40+1,27%  121,65+8,18%  79,07+1,58* 89,2642,34%  74,08+8,65*  88,49+1,82"°

T4-tiroxina (mg/dL) 2,0140,055 4,09+0,10" 2,6240,045 2,50+0,06™ 3,5140,114° 2,98+0,115°
IGF-1 (ng/mL) 193,33+4,81%  160,62+2,40%%*  156,9242,07%*  160,13+3,24%*  161,59+4,29%*  204,31+4,66™

Insulina (mIU/mL) 3,14+0,13% 1,81+0,08" 2,33+0,0982 1,36:+0,04"° 3,45+0,14 1,27+0,05%°

Cortisol (mg/dL) 1,47+0,05 1,21+0,05"52 0,840,045 0,61+0,03" 0,720,055 1,1940,05%

* letras maiusculas distintas indicam diferenca entre momentos no grupo; letras minusculas distintas indicam diferengas entre grupos em cada momento.

o¢
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Os hormonios tireoideanos sdo considerados indicadores do status metabdlico e
nutricional dos animais (Todini, 2007; Amaral et al., 2009). O T; ndo apresentou variagao
significativa entre grupos (p>0,05) e momentos avaliados (p>0,05), indicando um equilibrio
metabolico, pois a quantidade e a qualidade do alimento ingerido sdo o maior determinante
das concentragdes plasmaticas de hormonios tireoideanos, e o T3 pode estimular, diretamente,
a ingestao alimentar em nivel hipotalamico (Todini, 2007).

Ja as concentragdes séricas de T4 apresentaram efeito de momento (p<0,001), sem
diferenca entre os grupos (p>0,05), demonstrando um comportamento similar dos grupos nos
distintos momentos, sendo maiores no final em relacao ao inicio do flushing (p<0,05) e ao dia
do estro (p<0,05), evidenciando uma resposta da tireoide a suplementacao alimentar. O estado
fisico dos animais tem um importante papel nas concentragdes séricas de Ts e T4 (Todini,
2007; Rosales-Nieto et al., 2011), assim como o clima, em fun¢do do efeito calorigénico,
proporcionado pelo aumento do consumo de oxigénio celular e da taxa metabolica basal,
refletindo o aumento do metabolismo celular (Amaral et al., 2009). Como este experimento
realizou-se nos meses de final de primavera (outubro a dezembro) e inicio de verdo
(dezembro a janeiro), este ultimo efeito ndo poderia ser evidenciado, exceto durante o dia do
estro, quando o animal tem elevacdo de sua temperatura corporal pelo aumento do
metabolismo basal proporcionado pelo estimulo dos hormonios esteroides sobre os hormonios
tireoideanos (Amaral et al., 2009; Rosales-Nieto et al., 2011). Quando a ingestao de alimentos
¢ marcadamente estacional, isto torna-se o maior fator na modificagdo do modelo estacional
das concentracdes séricas dos hormonios tireoideanos (Todini, 2007).

Aparentemente, na fun¢do reprodutiva, o sistema IGF prepara o foliculo dominante
selecionado para a utilizacdo decrescente de FSH e aumentada de LH, sendo um iniciador do
desvio folicular e do mecanismo de selecdo (Souza et al., 2007; Silva et al., 2009),
estimulando a proliferagdo folicular e a esteroidogénese (Scaramuzzi et al., 2006). O IGF-1
nao apresentou efeito de grupo (p>0,05) ou de momento (p>0,05), mas interacao entre grupo
e momento (p<0,001), ou seja, os grupos comportaram-se de forma distinta entre os
momentos. Os animais do grupo G7 apresentaram concentragdes séricas mais elevadas de
IGF-1 no dia do estro (p<0,05) em relagdo ao G3p. No G3p houve maior concentragdo sérica de
IGF-1 no dia de inicio do flushing em relagdao aos outros dois momentos (p<0,05). Por outro
lado, as concentragdes séricas de IGF-1 no G; foram maiores no dia do estro em comparagao
aos dias de inicio (p<0,05) e término (p<0,05) do flushing, que ndo diferiram entre si
(p>0,05). Seguindo este perfil do G7, Nonaka et al. (2003) verificaram que as concentragdes
plasmaticas de IGF-1 aumentam em cabras durante o estro. De forma distinta aos resultados

obtidos, ovelhas em maior ECC, como no Gjg, avaliadas por Meza-Herrera et al. (2007),
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apresentaram concentracoes sé€ricas de IGF-1 mais elevadas. Por outro lado, sabe-se que a
bioutilizacdo do IGF, mais do que suas concentracdes circulantes, varia dramaticamente
durante o crescimento ou a atresia de foliculos ovarianos (Silva et al., 2009).

Os resultados de Sosa et al. (2006) demonstram que, ao estro, tanto animais recebendo a
dieta normal quanto aqueles subnutridos, tiveram picos nas concentragdes de glicose, insulina
e IGF-1, o que pode estar relacionado a uma resposta aguda as praticas de deteccdo de estro
(causadores de estresse), desencadeantes por reduzida utilizacdo de glicose, assim como a um
aumento na sensibilidade pancredtica ao E,. Os animais do Gsp, como receberam
suplementagdao durante um periodo mais longo e tiveram, portanto, um manejo mais
intensificado, podem ter sofrido adaptacdo metabolica com ajustes nas respostas de estresse,
que tornaram-se menos intensas, ao contrario do Gy, cujas fémeas tiveram menos tempo para
esta habituagdo. O aumento no IGF-1 pode estar relacionado ao coincidente pico de insulina,
que levaria a uma maior secrecao hepatica de IGF-1.

Aumentos nos niveis sanguineos de glicose e insulina regulam a disponibilidade de
glicose ao nivel folicular e a foliculogénese em ovelhas (Zabuli et al., 2010; Samadi et al.,
2013), e um aumento no fornecimento de glicose mediado pela insulina para as células
foliculares pode ser critico para o crescimento de foliculos e a prevencao da atresia, o que
aumenta o pool de foliculos ovulatérios (Scaramuzzi et al., 2006; Zabuli et al., 2010). A
insulina apresentou efeito de momento (p<0,05), mas sem efeito de grupo (p>0,05). Para o
grupo Gjp as concentragdes séricas de insulina foram mais elevadas ao inicio do flushing
(p<0,05), refletindo uma resposta aguda a suplementagdo, ¢ no dia do estro (p<0,05), em
relagdo ao término do flushing, demonstrando a maior necessidade de insulina para fornecer
glicose aos tecidos durante as respostas de estro, por aumento da taxa de metabolismo basal e
para o crescimento folicular final. Ja no Gy, a insulina foi maior no momento final do flushing
(p<0,05), refletindo apenas uma diferenga no tempo de metabolismo, com uma resposta mais
aguda neste hormonio, levando ao pico 24 horas antes do G3o. Elevagdes nas concentragdes de
insulina aumentam a receptividade dos foliculos ovarianos as gonadotrofinas e garantem a
producdo de IGF-1 hepatico (Roche et al., 2011), fato verificado de forma mais marcante no
G7. Webb et al. (2004) citam que as concentragdes circulantes de insulina exibem ritmo
circadiano e variagdes ao longo do ciclo estral, com elevagdes no periodo periovulatorio,
provavelmente mediadas pelo E,, o que pode ter sido refletido nos niveis verificados no Gszp e
adiantados no Gy pela alteracdo metabolica da dieta de curto prazo. Os resultados de Somchit
et al. (2007) mostraram que a suplementacdo de ovelhas com tremogo (racdo com alta
energia) por cinco dias também aumentou as concentragdes plasmaticas e intrafoliculares de

insulina e glicose, substancias requeridas para a mediag¢ao da foliculogénese nutricionalmente
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estimulada.

No presente experimento, o G7, que recebeu racdo com alta energia, demonstrou um
aumento nos niveis de insulina ao final do flushing, uma vez que quase a totalidade dos
carboidratos incorporados a dieta dos ruminantes ¢ fermentada pela microflora ruminal e
convertida em acidos graxos volateis, os quais sdo substratos utilizados como precursores de
glicose (Zabaleta et al., 2012).

O cortisol ndo variou entre grupos (p>0,05) ou entre momentos (p>0,05), mas
apresentou interagdo significativa entre grupos e momentos (p=0,001), indicando um
comportamento diferente em cada grupo dentro dos momentos. Neste sentido, dentro do Gsy,
o cortisol foi mais elevado no inicio do flushing do que no dia do estro (p<0,05), refletindo
apenas o estresse de manejo inicial dos animais, sem variagdes nos outros periodos, enquanto
no G7 o comportamento foi inverso, ou seja, cortisol mais alto no estro do que no dia de inicio
do flushing (p<0,05), como reflexo, talvez, de um estresse cronico ndo compensado dentro
dos sete dias de dieta, ainda sem adaptacao as manipulagdes e/ou de uma resposta metabodlica
ao aumento da disponibilidade de energia pelo fornecimento de milho. A susceptibilidade as
acdes do cortisol difere entre individuos, tanto que o cortisol pode, na fun¢do reprodutiva,
prevenir o pico de LH em algumas ovelhas e atrasar ou reduzir o tamanho deste pico em
outras (Pierce et al., 2009). A ativag¢do do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal frente as situacdes
estressantes desencadeia mudangas de conduta e fisiologicas que melhoram a adaptabilidade
do organismo e aumentam suas oportunidades de sobrevivéncia (Alvarez, 2008). Os efeitos
do cortisol sobre a ingestdo alimentar e a funcdo metabodlica sdo dependentes de uma
liberacdo metabolica programada (set-point) do hipotalamo, determinada pela estagdo do ano,
que parecem influenciar a via pela qual as concentragdes aumentadas de cortisol alteram a
ingestao de outras variaveis metabolicas, como fontes de energia (Henry et al., 2010), também
ligado a disponibilidade de alimento, que foi alta no periodo experimental, por ser a estagao
chuvosa. Além disso, a maior concentragdo de cortisol no G; pode estar relacionada ao
aumento agudo no fornecimento alimentar, em fung¢do do tempo curto, indicando um aumento
da taxa metabdlica

O estradiol ¢ essencial para a foliculogénese normal além do estddio antral e para
manuten¢do do fenodtipo feminino em células somaticas ovarianas (Findlay et al., 2009). O E,
sérico medido no dia do estro apresentou médiasterro padrao de 30,93+0,40 pg/mL no Gj e
30,34+0,20 pg/mL no G, sem diferenga entre elas (p>0,05). Concentragdes elevadas de E,
sdo fundamentais, pois o aumento do E, ativa receptores de membrana nas células 3
pancreaticas, levando a uma liberagdo aguda de insulina (Ropero et al., 2008), como visto nos

dois grupos, fundamental para a dominancia do maior foliculo, culminando com ovulagdo.



40

Nos resultados de Somchit et al. (2007), verificaram variagdao nas concentracdes de FSH e E,
em resposta a estimulagdo nutricional de curto prazo com dieta rica em energia e proteina, €
os autores referem-se a que isto pode levar a modificacdes nas inter-relacdes na dindmica de
feedback entre estes hormonios. No presente experimento ndo se verificou variacdo no E;
entre os grupos, mas os niveis obtidos foram elevados (Uribe-Velasquez et al., 2008), em
fun¢do do momento de avaliagao, dia do estro.

Neste mesmo momento, avaliou-se o tamanho do maior foliculo em cada ovario,
sendo o direito de 3,64+0,05 mm no Gjzp e 3,40+0,04 mm no G; (p>0,05). No ovario
esquerdo, o maior foliculo do Gj teve 3,67+0,07 mm, semelhante ao Gy, com 3,1440,05 mm
(p>0,05). McNeilly et al. (1987) afirmam que, se grandes foliculos estrogénicos crescem e
tornam-se mais estrogénicos, ndo hé influéncia da condicdo corporal sobre a capacidade
esteroidogénica destes foliculos, como verificado nos dois grupos de flushing testados, em
que, independentemente da condi¢do corporal, houve foliculos estrogénicos nos dois ovarios,
refletido nas concentragdes séricas deste esteroide.

De forma semelhante aos resultados obtidos com o tamanho do maior foliculo, sem
diferengas entre os grupos experimentais, o didmetro médio do foliculo ovulatério, avaliado
por Lazarin et al. (2012), ndo diferiu entre ovelhas recebendo flushing ou dieta de
manuten¢do. Conforme Zabuli et al. (2010), parece que o efeito do estimulo nutricional de
curto prazo, em termos de inducdo de aumentos na taxa de ovulacdo ¢ mais fraco do que o
estimulo nutricional de longo prazo em pequenos ruminantes, o que ndo foi verificado no
presente experimento, em que as respostas endocrinas e reprodutivas foram similares entre os
dois prazos de suplementacdo. A resposta ovulatoria € estreitamente relacionada a quantidade
de pastagem verde disponivel, em fun¢dao de melhora na qualidade do alimento, e o modelo de
alimentagdo também pode ser importante (King et al., 2010).

Para Lazarin et al. (2012), o uso de flushing com farelo de soja ou milho pode ser uma
estratégia para aumentar o numero de ovulagdes em ovelhas Santa Inés, como evidenciado
também no presente experimento com o milho moido ou a silagem de milho. J& King et al.
(2010) referem-se a que a alimenta¢do melhorada de curto prazo para ovelhas sincronizadas,
em pastagem verde, ¢ um método para aumentar a taxa de ovulacdo, sem risco de gestagdes
trigemelares. Nos dois grupos estudados, os animais recebiam a suplementagdo mas eram
mantidos, ao longo do restante do periodo, em pastagem verde. No entanto, um fator que nao
pode ser esquecido ¢ a condi¢do corporal dos animais, que foi considerada boa (2,5-3,0), em
funcdo do suprimento de alimentos das pastagens na época de chuvas, e que pode ter
interferido negativamente nos resultados do flushing, uma vez que os animais aproveitariam

menos este suplemento como estimulo ovulatdrio em relagdo aos animais em menor ECC. Ao
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realizar-se experimentos a campo, tem-se susceptibilidade a estes fatores ambientais e

climéticos, as vezes indesejaveis, € que acabam interferindo com os resultados.

Conclusoes
O uso de flushing no inicio da estacdo reprodutiva, seja com silagem de milho em
longo prazo ou com milho moido em curto prazo, apresenta resultados semelhantes sobre os
perfis de hormonios metabolicos de T3, T4, IGF-1, insulina e cortisol, representando uma
alternativa vidvel para a preparagdo das ovelhas para a reproducdo, uma vez que os ovarios

das mesmas continham foliculos igualmente estrogénicos.
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