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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar as concentragdes plasmaticas e o ritmo circadiano
de cortisol e prolactinaem ovelhas isoladas do rebanho e estabuladas, durante o anestro estacional, Amos-
tras de plasma foram colhidas de seis ovelhas Ideal, a cada duas horas, por um periodo de 24 horas,
iniciando as 12 horas de um dia e terminando as 10 horas AM do dia seguinte, e analisadas por
radioimunoensaio. A andlise de varidncia revelou efeito significativo de momento (p<(0,03) para cortisol e
(p<0,001) para prolactina. O cortisol teve comportamento quadritico, de acordo com a equagiio Y =
1,325-0,0364 (X - 6,5) - 0,0147 (X - 6,5)* , onde o ponto midximo ocorreu as 20 horas, ou seja, oito
horas ap6s o inicio da colheita (1,35 ug/dL), e o ponto minimo 14 horas depois, ou seja, na tltima
colheita (0,68 ug/dL). Jd a prolactina também apresentou efeito significativo linear e quadrético, confor-
me aequagio Y = 39,58 -5,945 (X-6,5)+ 1,121 (X - 6,5)% onde o ponto mdximo ocorreu na primeira
colheita (12 horas; 106,19 uU/mL), e o minimo as 04 horas (31,73 pU/mL). Para a causa do animal
somente o cortisol apresentou diferenga significativa (p<0,01). Conclui-se dos resultados que os dois
hormdnios comportaram-se de forma independente (r=-0,11) e que prolactina mostrou-se mais elevada
nas colheitas efetuadas durante o dia,
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PLASMA CONCENTRATIONS AND CIRCADIAN RHYTHM OF CORTISOL AND
PROLACTIN (PRL) IN EWES DURING SEASONAL ANOESTRUS

OBA, E., SOUZA, M.1.L., URTBE-VELASQUEZ, L.E, RAMOS, A.A. Plasma concentrations and
circadian rhythm of cortisol and prolactin (PRL) in ewes during seasonal anoestrus. Arg. cién. vet. zool.,
UNIPAR, 4(2) : p. 169-174, 2001.

ABSTRACT: The aim of the present study was to evaluate plasma concentrations of cortisol and prolactin
and circadian rhythm in ewes in isolation from the flock and confined, during seasonal anoestrus. Plasma
samples were obtained from 6 Ideal ewes every 2 hours for 24 hours, beginning at 12:00 PM and ending at
10:00 AM. The analysis of variance showed a significant effect of the time for cortisol (p<0.05) and for 24
hours, beginning at 12:00 PM and ending at 10:00 AM. The analysis of variance showed a significant effect
of the time for cortisol (p<0.05) and for prolactin (p<0.01). The cortisol had a quadratic effect (p<0.01)
according to the equation Y = 1,325 -0.0364 (X - 6.5) - 0.0147 (X - 6.5)* where the maximum concen-
tration at 08:00 PM, that is 8 hours after the begining of the collection (1.35 pg /dL) and the minimum
concentration 14 hours later (0.68 pg /dL). The prolactin showed a significant linear and quadratic effect,
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conforming the equation Y =39.58 - 5.945 (X - 6.5) + 1.121 (X - 6.5)?, where the peak ocurred in the first
collection, 12:00 AM (106.19 pU/mL) and the minimum at 04:00 AM (31.73uU/mL). It can be concluded
from this study that both hormones acted independently (r=-0.11) and that the prolactin was higher in the
sampling performed during the day.

KEY-WORDS: ovine, cortisol, prolactin, circadian rhythm.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y RITMO CIRCADIANO DE CORTISOL Y
PROLACTINA (PRL) EN OVEJAS DURANTE EL ANESTRO ESTACIONAL

OBA,E., SOUZA,M.LL., URIBE-VELASQUEZ, L.E, RAMOS, A.A. Concentraciones plasmaticas y
ritmo circadiano de cortisol y prolactina (PRL) en ovejas durante el anestro estacional. Arg. cién. vet.
zool., UNIPAR, 4(2): p. 169-174, 2001.

RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue evaluar las concentraciones plasmaticas y el ritmo
circadiano de cortisol y prolactina en ovejas aisladas del rebano y estabuladas, durante el anestro estacional.
Las muestras de plasma sanguineo fueron colectadas de seis ovejas Ideal, cada dos horas, por un perfodo
de 24 horas, iniciando a las 12 horas de un dfa y terminando a las 10 horas am del dfa siguiente, y analisadas
porradioinmunoensayo (RIA). El andlisis de varianza revel6 efecto significativo de momento (p<(.05) para
cortisol y (p<0.001) para prolactina. Cortisol presenté comportamiento cuadritico, de acuerdo con la
ecuacién Y =1.325-0.0364 (X - 6.5)-0.0147 (X - 6.5)*, donde el punto maximo ocurrié a las 20 horas,
o sea, ocho horas después del inicio de la colecta (1.35 pg/dL), y el punto minimo 14 horas después, o sea,
en laultima colecta (0.68 ug/dL). La prolactina present6 efectos significativos linear y cuadrético, conforme
laecuacion Y =39.58 - 5.945 (X -6.5) + 1.121 (X - 6.5)%, donde el punto mdximo ocurri6 en la primera
colecta (12 horas; 106.19 uU/mL), y el minimo a las 04 horas (31.73 uU/mL). Para Ia causa del animal
solamente el cortisol mostré diferencia significativa (p<0.01). Podemos concluir que las dos hormonas se
comportaron de forma independiente (r=-0.11) y que la prolactina se presenté mas elevada en las colectas
efectuadas durante el dia.
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Introducio cértex da adrenal (GUNTHER, 1988). Segun-

do WEBSTER & HARESIGN (1983), as alte-

Os fatores estressantes ambientais, quan-
do identificados por receptores especificos, aci-
onam os mecanismos de regulagio endéerina que
produzem uma resposta no organismo animal. A
drea de controle hormonal inclui o hipotdlamo, a
hipéfise e outras glandulas endderinas, principal-
mente as adrenais (GUNTHER, 1988). Os gli-
cocorticéides e a prolactina (PRL) séricos au-
mentam drasticamente apds situacdes de estres-
se, partindo de niveis normais de 1,1-3,7ng/mL
de cortisol € 2,6-21,5ng/mL de PRL (SILVA et
al., 1983).

A PRL € um hormdnio polipeptidico, pro-
duzido na hipéfise anterior, com sua regulaciio e
sintese controladas pela dopamina (YEN & JA-
FFE, 1978; CURLEWIS, 1992). O cortisol é
um hormonio glicocorticéide, produzido pelo

ra¢oes estacionais nas concentragdes de PRL sio
grandemente esterdide-independentes. O modelo
circanual de concentragoes de PRL na ovelha é,
primariamente, determinado pelo fotoperiodo, do
qual a glandula pineal € um importante sinaliza-
dor (MUNRO et al., 1980; BOSC et al., 1982;
CURLEWIS, 1992) e, a medida que diminuem
os niveis de melatonina, decrescem também os
de PRL, como acontece na estagiio anestral. J4,
WEBSTER & HARESIGN (1983) afirmam que
a queda estacional nas concentragdes plasmiti-
cas de PRL precedem o inicio da atividade re-
produtiva na ovelha. A presen¢a de um ritmo no-
turno de secrecdo de PRL foi observada em ove-
lhas Manchega por SANTIAGO-MORENO et
al. (1999), onde as concentragdes deste hormo-
nio aumentaram significativamente entre as ho-
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ras anterior e posterior ao por-do-sol, nas dife-
rentes estacoes do ano. BOBEK et al. (1986)
verificaram que ovelhas separadas e isoladas do
rebanho sofrem um processo de estresse, com
conseqiiente aumento nas taxas de cortisol san-
giifneo, havendo uma elevagéo abrupta durante
as primeiras horas deste estresse (de 46,28+4.23
para 132,90+10,42nmol/L, ap6s a primeira hora
de isolamento), refletindo a reagio emocional dos
animais a condi¢do estressante. Com o passar
das horas houve uma adaptag@o dos animais ae
processo de estresse e diminui¢do nos niveis de
cortisol (69,49+13,25nmol/L, apds 5 horas de
isolamento). Em 19 horas apds o final do perio-
do de isolamento, os valores de cortisol corres-
ponderam a 99,22+11,46nmol/L. Isto demons-
tra que as concentragdes séricas de cortisol po-
dem servir como indicadores de estresse em
ovinos. Conforme GUNTHER (1988), o com-
portamento de animais sob estresse € caracteri-
zado por uma variacio endderina. O confina-
mento de ovelhas realizado no experimento de
RAWLINGS & COOK (1991) néo afetou sig-
nificativamente as concentragdes séricas de cor-
tisol em nenhum estégio do ciclo estral, apesar
de constituir-se em uma situacio estressante,
com os niveis variando de 13,90+2,32 a
26,08+4,65ng.mL"! com dois dias de confina-
mento e de 14,43+0,50 a 29,18+3,10ng. mL"*
com quatro dias. Os autores sugerem a existén-
cia de um ciclo do eixo hipéfise-adrenal sincro-
nizado ao ciclo estral, que poderia refletir o es-
tresse, através da liberagiio de cortisol associa-
do ao estro e diminuico na sua secrecio duran-
te a fase luteal do ciclo estral. Também OBA et
al. (2000), avaliando ovelhas Bergamdcia sub-
metidas a ultra-sonografia didria, observaram
concentracoes de cortisol apenas nos primeiros
dias, como reagdo ao agente estressante.

A funcio calorigénica dos hormdnios
adrenocorticais € citada por SALEM er al.
(1991), que encontraram niveis plasmaticos de
cortisol mais altos no inverno (2,96+0,13 -
3,54+0,28ug/dL) que no verdo (2,00+0,13 -
2,39+0,15pg/dL), independentemente do com-
primento da 1d dos animais. A exposicio ao frio
danoite, que resultou em valores mais altos en-
tre 24h e 4h, demonstrou uma resposta imediata
ao estresse da temperatura, indicando que a cor-
tex adrenal ativa-se sob estas condigdes, con-
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tribuindo para aumentar a producio de calor e
manter a homeotermia. Os valores minimos fo-
ram verificados as 8h da manhd, quando jd ha
aumento de temperatura ambiente. Durante o
veriao, os resultados indicaram um ritmo diurno
para o cortisol plasmatico, sendo os niveis da
manhd mais altos que os da tarde. A exposicio
de ovelhas ciclicas ao estresse térmico, em tem-
peraturas ambientais acima de 32°C, foi acom-
panhada de modificacoes consistentes nos per-
fis de liberagdo de PRL mas n#o de cortisol, no
trabalho de SHEIKHHELDIN et al. (1988). Re-
sultados diferentes foram encontrados por BELL
etal. (1989) trabalhando com ovelhas prenhes
submetidas ao estresse térmico, nas quais as con-
centra¢Oes plasmadticas de cortisol diminuiram e
as de PRL aumentaram grandemente, indicando
uma adaptagdo dos tecidos calorigenos (resul-
tando em queda do cortisol) ou osmorregulacio
(resultando em aumento da PRL). Contrariamen-
te, GUNTHER (1988) afirma que o efeito dos
fato res estressantes exdégenos € mais centrado
sobre a sintese de hormonios na adrenal, que sdo
substancialmente aumentados.

Concentracdes de PRL consistentemen-
te baixas durante os meses de fotoperiodo curto
(inverno) em relagdo aos de fotoperiodo longo
(verdo), foram verificadas por MUNRO et al.
(1980). Considerando animais em anestro, WAL-
TON et al. (1980) encontraram concentragdes
mais elevadas de PRL durante as horas de es-
curiddo e no comeg¢o da manhd. No experimen-
to de PIRAUX er al. (1987), os modelos de
secrecdo de PRL variaram entre animais em di-
ferentes fases do ciclo reprodutivo. Em geral, os
valores foram mais baixos durante o dia e altos
anoite em ovelhas ciclicas ou durante o anestro
lactacional. Em ovelhas lactantes, analisadas por
RHIND er al. (1980), o aumento nas concen-
tragOes plasmaticas de PRL foi menor que em
ovelhas no estro ou cobertas, sugerindo que as
diferencas nos niveis de PRL podem ser respon-
sdveis pelos efeitos da estagiio e lactagio na fer-
tilidade dos ovinos. EZZ0 & SHALABY (1990)
encontraram, em ovelhas, taxas de cortisol de
0,13ug 2-5 semanas pds-parto.

No presente experimento, os niveis de
cortisol e PRL de ovelhas adultas, na estacio
anestral, separadas do rebanho e estabuladas,
foram verificados a cada duas horas, por um pe-
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riodo de 24 horas e avaliados por radioimuno-
ensaio.

Material e Métodos

Foram utilizadas seis ovelhas Ideal, com
idades entre 4 e 5 anos, desmamadas previa-
mente, pertencentes ao Departamento de Pro-
ducio e Exploracao Animal da UNESP-Botu-
catu, em bom estado clinico e sanitdrio, durante
a estaciio anestral (agosto). As ovelhas foram
separadas do rebanho e colocadas em estabula-
¢o, com dgua e alimento ad libitum, cerca de
24 horas antes de iniciar o periodo de colheita
de sangue. Os valores médios de temperaturas
ambientes e suas amplitudes, nos dias 11 e 12
de agosto, foram verificados pelo Departamen-
to de Ciéncias Ambientais da UNESP-Botucatu.

Durante um periodo de 24 horas, o san-
gue foi colhido por venopuncio jugular, em tu-
bos de ensaio, a cada duas horas (colheita 1 -
as 12 horas PM/colheita 12 - as 10 horas AM
do dia seguinte). Os animais foram mantidos ca-
teterizados’ , sendo injetada heparina diluida em
solucdo fisioldgica (1:500) apds cada colheita,
para evitar a coagulacio sangiifnea no catéter.
Uma vez colhido, o sangue foi centrifugado a
4250 rpm por 15 minutos, e o plasma obtido
dividido em aliquotas e estocado a -20°C até o
momento da dosagem, através de radioimuno-
ensaio (RIA), com kits comerciais para o corti-
sol® e para a PRL”

Andlise estatistica:

Utilizou-se a decomposic¢ao do tempo de
colheita dos dados em polindmios nio ortogo-
nais, com o objetivo de conhecer a tendéncia ou
o comportamento das concentracdes de cortisol
e PRL no periodo em estudo. Os dados foram
analisados por ANOVA, utilizando-se o seguin-
te modelo estatistico:

Yij = m+ Ai + Mj + Eij
Yij = valores observados na parcela do animal i
na colheita j

OBA, SOUZA, URIBE-VELASQUEZ & RAMOS

m = média da populagio

Ai =efeito do animal i aplicado na parcela

Mj = efeito da colheita j aplicada na parcela
Eij = efeito dos fatores ndo controlados na parcela.

Resultados e Discussao

As temperaturas médias e suas amplitu-
des nos dias 11 e 12 de agosto foram, respecti-
vamente, 20,8°C (15,4-27,8°C) e 23,3°C (18,4-
29,0°C), sem precipitacdes pluviométricas.

Os niveis estimados de cortisol e PRL,
com suas respectivas curvas, durante o periodo
de 24 horas (12 colheitas), estdo representados
nas figuras 1 e 2, respectivamente. Tanto o cor-
tisol quanto a PRL apresentaram efeitos signifi-
cativos com relaciio ao momento de colheita
(respectivamente p<0,05 e p<0,001). O corti-
sol demonstrou um comportamento quadratico,
conforme a equagio: y =1,325-0,0364 (X -
6,5) - 0,0147 (X - 6,5)%. J4, a PRL evidenciou
comportamento linear e quadratico, com a equa-
¢io: y =39,58-5,945(X-6,5) + 1,121 (X -
6,5)%.

As concentragdes de cortisol demonstra-
ram um progressivo aumento a partir da segun-
da colheita (14 horas; Figura 1), chegando a um
méximo no quinto momento de colheita (1,35 ug/
dL; 20 horas), periodo em que as ovelhas esta-
vam sob forte influéncia estressante do isolamento
do rebanho, transporte, estabulagio e dos pro-
cedimentos de colheita. Isto, como relataram
SILVA et al. (1983), BOBEK et al. (1986),
GUNTHER (1988) e OBA er al. (2000), ca-
racterizaria uma resposta enddgena dos animais
as condicdes estressantes, com o cortisol de-
monstrando um ajustamento na reacio endocri-
na. Na tltima colheita, as 10 horas, obtiveram-se
os menores niveis de cortisol (0,68ug/dL), que
come-caram a diminuir a partir da sexta colheita
(22 horas), demonstrando uma adaptacio das
ovelhas aos procedimentos e stressantes com o
decorrer do tempo, assim como BOBEK et al.
(1986) jd haviam observado.

S Cateter intravenoso Tellon FEP A-Cath Tecnobio. Rua Estela B. Morato, 336 — Sio Paulo — SP—02722-000.

¢ Coat-A-Count Corlisol — DPC - Los Angeles, CA 90045.

7 RIA-gnost Prolactin — CIS bio international - B.P. 32-91192 GIF-SUR-YETTE CEDEX - France.
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Figura 1 - Concentragdes plasméticas de cortisol (ug/dL) em ovelhas durante o
anestroestacional em um periodo de 24 horas de colheita
120
100 A
&
= 80 7 Y = 39,58 - 5,945 (X-6.5) + 1,121 (X-6,5]
£ 60 A
g 4
2 407
o
20 A
0 T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Colheitas

Figura 2 - Concentragdes plasmiticas de prolactina (uU/mL) em ovelhas durante o anestro
estacional em um periodo de 24 horas de colheita

Com relacao ao periodo do dia (ritmo circa-
diano), pode-se dizer que as concentragdes de corti-
sol, apresentaram o seu pico no periodo da noite, de-
monstrando um comportamento semelhante aos resul-
tados de SALEM ez al. (1991). O crescente aumento
nos niveis de cortisol durante o periodo da tarde po-
deria estar mais relacionado ao processo de estresse,
pela manipulaciio dos animais, provenientes de reba-
nho geral, criados extensivamente, no periodo da noi-
te, provavelmente correspondeu a atividade calorigé-
nica atribuida aos hormonios adrenocorticais (GUN-
THER, 1988). A temperatura ambiente, entre 20,8 e
23,3°Cnio pode ser considerada suficientemente baixa
para estimular uma significativa produgiio de calorem
ovelhas lanadas; isto pode ser observado nas concen-
tragoes médias de cortisol nos diferentes momentos
que, numericamente, ndo foram muito discrepantes,
apresentando apenas ligeiros aumentos no periodo no-
turno (Tabela 1).

A PRL apresentou seus niveis méximos (106,19

uU/mL) no primeiro momento de colheita, as 12 horas,
eminimos as 04 horas (31,73 pU/mL.), como pode ser
verificado na Figura2 e na Tabela 1. Estes resultados de
concentracoes diurnas de PRL mais elevadas em rela-
¢ao as noturnas sio diametralmente opostos aos de
WALTON et al. (1980) e de PIRAUX et al. (1987)
para animais em anestro, e de SANTIAGO-MORE-
NO et al. (1999) em ovelhas Manchega em diferentes
momentos do ano. Os comportamentos de cortisol e
PRL foramindependentes (r=-0,11), corroborando com
as afirmacdes de GUNTHER (1988) de que os fatores
estressantes exogenos desencadeariam suas principais
reacoes endocrinas sobre a adrenal, resultando no au-
mento dos niveis de seus hormonios.

O cortisol apresentou diferenca amplamente
significativa em relagao aos animais (p<0,01), indi-
cando que a resposta enddcerina ao estresse varia in-
dividualmente. Ja, a PRL ndo demonstrou nenhum
efeito da variabilidade individual em suas concentra-
coes (p>0,03).
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Tabela 1 - Concentragdes médias do cortisol e prolactina em ovelhas, no anestro estacional, em 12 momentos de colheita

durante 24 horas. Botucatu — SP, 2000

MOMENTO HORARIO CORTISOL (ug/dL) | PROLACTINA (uU/mL)
01 12 haras 1,08 106.19
02 14 horas 1,19 89,03
03 16 horas 1.27 74,12
(04 18 horas 1,32 61,45
05 20 horas 1,35 51,02
06 22 horas 1,34 42 .83
07 24 horas 1,30 36,89
08 02 horas 1,24 33,18
09 04 horas 1,14 31,73
10 06 horas 1,02 32,50
11 08 horas 0,86 39,93
12 10 horas 0,68 40.79
Conclusoes (P,) concentrations in Bergamasca ewes. In: INTERNATIONAL

Os comportamentos isolados de cortisol e
PRL resultaram independentes. A PRL mostrou-se
mais elevada nas colheitas realizadas durante o dia,
caracterizando o seu ritmo circadiano como maximo
no periodo diurno. As concentragdes de cortisol res-
ponderam prontamente aos processos estressantes,
sugerindo que podem servir como indicadores desta
sindrome, e mantiveram-se elevadas, em seu ritmo
circadiano, nos periodos de maior necessidade de
produgiio de calor pelo animal, durante a noite.
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