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Ritmo Circadiano de Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T,) Plasmitica em
Ovelhas Ideal durante o Anestro Estacional

Luis Fernando Uribe Veldsquez!, Maria Inés Lensz Souza', Eunice Oba?, Alcides de Amorim
' Ramos

RESUMO - Objetivou-se determinar os niveis plasmdticos de triiodotironina (T) e tiroxina (T,), em seis ovelhas Ideal durante
o anestro estacional, mediante radioimunoensaio. As coletas de amostras de sangue foram efetuadas por canulagdo da veia jugular, a
cada duas horas, por um perfodo de 24 horas (12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 02, 04, 06, 08 ¢ 10 horas). Utilizaram-se a anélise de variancia,
para ajuste dos dados, e a decomposi¢do do tempo de coleta em polinémios ndo-ortogonais. Foi observado efeito linear crescente dos
niveis plasmdticos do T,, apresentando o menor nivel de 49,60+11,41 ng/ml e maior de 76,99+10,0 ng/ml, na quarta e dltima coletas
de amostras de sangue, respectivamente. Os niveis plasmdticos de T apresentaram efeito ciibico durante as 24 horas, com o maior
valor de 0,94£0,20 ng/ml ao final do estudo. Concluiu-se que os horménios tiroideanos apresentaram os menores niveis sangiiineos
ao infcio das coletas de amostras de sangue, aumentando gradativamente 2 noite e atingindo os valores mdximos no perfodo da manha.
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Circadian Rhythms of Plasma Triiodothyronine (T3) and Thyroxine (T 4) in Ideal Ewe
Sheep during Seasonal Anoestrus

ABSTRACT - The objective was to determine the plasma levels of the triiodothyronine (T5) and thyroxine (Ty), in six Ideal ewe
sheeps during seasonal anoestrus, by radioimmunoassay. The blood samples were collected from the jugular vein catheter over a period
of 24 hours, at 2-h intervals (12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 02, 04, 06, 08, and 10 hours). It was used analysis of variance for data
adjustments, and the decomposition of the collected periods in non-orthogonal polynomial. It was observed a crescent linear effect of
the T, plasma levels, presenting lower level of 49.60+11.41 and higher level of 76.99+10.0 ng/ml, at fourth and last blood samples
collection, respectively. Ty plasma levels showed a significant cubic response during 24 hours, with the highest value of 0.94+0.20
ng/ml at the end of the the study. In conclusion, thyroidal hormones levels were lower in the first blood samples collection, increasing
progressively during the night, reaching the highest levels at the morning period.

Key Words: seasonal anoestrus, sheep, circadian rhythm, thyroxine (T,), triiodothyronine (T3)

Introducio

A tiredide, glandula enddcrina cuja secregio exer-
ce influéncia sobre diversas fun¢des orginicas, ar-
mazena 70 a 80% do total do iodo corporal ligado a
seus horménios, tiroxina (T,) e triiodotironina (Ty),
sendo o T, (aproximadamente 90%) o principal
hormdnio circulante da tireéide. Ele atua como um
precursor hormonal do T3, embora este tltimo seja
biologicamente o mais ativo (KANEKO, 1 980;NETO
et al., 1991; WEBSTER et al,, 1991). DICKSON
(1988), contudo, descreveu que hd fortes evidéncias
de que o T, tem atividade biolégica intrinseca, que

ndo depende da conversio em T;.

A secrecdo dos hormdnios da tireéide é regulada
pela hipéfise anterior, por meio da tirotropina ou
horménio estimulante da tireéide (TSH). A liberacio
de TSH € controlada pela hipéfise e pelo nivel de
tiroxinalivre no sangue, assim como pelo hipotilamo,
por intermédio do horménio de liberagdo de
tireotrofina (TRH), embora esta secre¢do nio seja o
tnico fator de regulagio, pois a atividade metabélica
dos horménios tiroideanos na célula, fatores de liga-

¢do celular e outros fatores metabélicos podem de-

sempenhar uma atividade de controle na regulagio
da secreg¢do de TSH (MASON e WILKISON, 1973).
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Estes horménios controlam a atividade metabdlicado
organismo, regulando os processos celulares
oxidativos, a sintese de dcido ribonucléico e protei-
nas citoplasméticas, sendo influenciados em sua se-
cregio pelo fornecimento de energia, interferindo em
suas fungdes de consumo de oxigénio, produgdo de
ATP celular e de calor NETO et al., 1991).

Em ovelhas, os niveis plasméticos de T, mostram
uma relagdo inversa a temperatura ambiental e uma
estreita relagdo com a estagdo do ano, apresentando
um ciclo anual com niveis mais altos no inverno que
no verio (SUTHERLAND e IRVINE, 1974;
WEBSTER et al., 1991). Este decréscimo no verao,
segundo ABDEL-BAKIetal. (1995), pode ser atribu-
ido a uma diminui¢io no horménio estimulante da
tireéide (TSH) e, ou, a um aumento dos hormdnios
glicocorticéides. CHRISTOPHERSON et al. (1979)
verificaram que bovinos de corte em cidmaras com
temperatura elevadando alteraramas taxasde T;e T,
de acordo com o nivel de alimentag¢io, mas os que
ficaram expostos ao frio (-15°C), com alimentagdo
de manutengdo, tinham sua taxa de T, elevada e,
quando aumentava a ingestdao em duas vezes, o T,
reduzia.

MENEGATOS et al. (1994) verificaram que os
valores de T, em ovelhas sofreram modifica¢Ges
correlacionadas com aumento ou diminuig¢do na du-
ragdo do dia. Em espécies estacionalmente
reprodutivas, os horménios tireoideanos tém apre-
sentado um papel importante na regulacio da ativida-
de neuroenddcrina, permitindo a transigdo caracte-
ristica da ciclicidade estral ao anestro estacional
(WEBSTERetal., 1991; DAHL etal., 1994, DAHL
et al.,1995).

O estado fisiol6gico do animal também resulta em
variacdes nos niveis de hormodnios tireoideanos.
LAGARRETA et al. (1984), estudando interrelagGes
entre época do ano, estado fisiolégico e niveis
circulantes de T,, em vacas holandesas no trépico
Uimido, sugeriram que a época seca impde ao animal
maior demanda e reajuste dos mecanismos
neuroenddécrinos que intervém na termorregulagéo,
posto que essa resposta € determinada por fatores
fisiolégicos - idade, gestacdo, anestro e lactagio.

O conhecimento dos niveis plasméticos de T, e T
faz-se necessdrio em cada espécie doméstica para o
entendimento nao s6 dos processos fisiopatolégicos
da tiredide, mas também das relagdes destes
horménios com os mesmos processos em outros Or-
gios e sistemas do corpo.

Este trabalho teve por objetivo estudar o compor-
tamento dos niveis plasmdticos dos hormdnios
tireoideanos triiodotironina (T,) e tiroxina (Ty), em
ovelhas Ideal durante o anestro estacional, por um
periodo de 24 horas.

Material e Métodos

Utilizaram-se seis ovelhas mestigas Ideal, em
anestro estacional, 30 dias pés-desmame, com idades
entre 4 € 5 anos, as quais apresentaram partos sim-
ples, pertencentes ao Departamento de Produgdo e
Exploragdo Animal da Universidade Estadual
Paulista, UNESP - Campus de Botucatu, Sao Paulo,
durante o més de agosto de 1995. Cada animal foi
examinado antes da coleta de sangue, identificado
numericamente e considerado clinicamente sadio.
Os cordeiros apresentaram 90 dias de idade ao des-
mame.

As ovelhas foram previamente canuladas e, apds
cada coleta, foi injetada heparina diluida em solucédo
fisiolégica (1:500) no cateter, para se evitar a coagu-
lagdo sangiiinea no mesmo. Amostras de sangue,
cerca de 20 ml/animal, foram coletadas em frasco
heparinizado, a cada duas horas, por um periodo de
24 horas (8 horas luz), sendo as 12 (primeira coleta),
14, 16, 18, 20, 22, 24, 02, 04, 06, 08 e 10 h (dltima
coleta). Logodepois, as amostras foram centrifugadas
a 4250 rpm por 15 minutos e, a seguir, recuperou-se
o plasma, acondicionado em frascos ¢ estocado em
freezer a temperatura de - 20°C, para posterior ana-
lise.

As determinac¢8es quantitativas dos niveis
plasméticos de triiodotironina (T;) e tiroxina (Tj)
foram realizadas no Laboratério de Reprodugéo
Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia e no Laboratério de Endocrinologia do
Hospital das Clinicas, ambos pertencentes a Univer-
sidade Estadual Paulista, UNESP - Campus de
Botucatu, utilizando-se o método de
radioimunoensaio (RIA), de acordo com as orienta-
¢bes do fabricante do Kit comercial, RIA - GNOST,
lotes nimeros OCPEQO7 - T; e OCPGO7 - T,, do
Laboratério CIS BIO INTERNATIONAL - Groupe
ORIS - Cedex - France. As contagens radioativas
foram efetuadas utilizando-se o sistema de contador
de radiagdo gama e, a seguir, construidas as curvas
padroes, das quais obtiveram-se conversdes das con-
tagens radioativas do T; e T, por ml de plasma.

Utilizou-se, para o tratamento estatistico, a anélise
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de varidncia, ajustando os dados & causa de animal e
ao tempo de colheita, com a decomposi¢io do tempo
em polinémios ndo-ortogonais, com o objetivo de
conhecer a tendéncia ou o comportamento dos niveis
de T; e T, no periodo em estudo, conforme o
seguinte modelo estatistico:

Y ij= valores observados na parcela do i ®'™°
animal e na j “5!™2 coleta;

U = média da populagio;

A, = efeitodo i €8Im0 animal aplicado na parcela,
parai=1,2, .... e 6;

M. = efeito daj®ima coleta aplicada na parcela,

J
paraj=1,2,...el12;e
E; i= efeito dos fatores ndo controlados nas parcelas
ou erro experimental,

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 € apresentado o resumo da andlise de
variancia dos niveis plasmaticos de Triiodotironina
(T3) e Tiroxina (T,), em ovelhas Ideal, durante as
24 horas do estudo.

As médias e os desvios-padrao dos niveis plasméticos

de T, nos periodos de coletas foram: 56,14x16,18
(primeira coleta); 56,21x11,21; 52,48+11,68;
49,60+11,41;63,97+4,64;61,88+12,76,66,74+22,92;
67,98+11,96;76,86+14,28;65,10+5,11;71,59+14,63,
€ 76,9910 ng/ml (dltima coleta). A Figura 1 mostra
graficamen"te'os niveis plasmadticos de T4 (ng/ml) dos
animais experimentais durante as 24 horas, nos
diferentes horérios de coleta ( 12h = primeira coleta;
10h = dltima coleta). Para comparar os niveis médios
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FIGURA 1 - Estimativa do nivel de tiroxina (T,) no plasma
sangiiineo em ovelhas, em anestro estacional,
em fungao de 24 horas de coleta.

FIGURA 1 - Estimative of thyroxine level (T ;) in blood plasma in ewe, in
seasonal anoestrus as a function of 24 hours of collection.

TABELA 1 - Resumo da andlise de varidncia dos niveis plasmaticos de triiodotironina (T3) e tiroxina (T,), em ovelhas mestigas

Ideal, durante 24 horas de coleta

TABLE 1 - Summary of the analysis of variance of the triiodothyronine (T3) and thyroxine (T ,) plasma levels in crossbred Ideal ewe, during

24 hours of collection

Quadrados médio
Mean squares

Graus de liberdade
Degree of freedom

Fonte de variagdo
Source of variation

Triiodothyronine (T;)

Triiodotironina (T,) Tiroxina (T )

Thyroxine (T,)

Animal 5 0,356309 ** 326,1009
Animal

Momento 11 0,076455 ** 771,2023 **
Moment

Linear 1 0,429874 ** 4285,4784 **
Linear '

Quadridtico 1 0,157285 ** 164,9932
Quadratic

Cibico 1 0,098041 * 425,8909
Cubic

Residuo 8 0,019475 450,8576
Residual

Erro Exper. 55 0,018224 207,6399
Exper. Error

CV (%) 17,99 21,96

(*) P<0,05; (**) P<0,01.
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de T, no plasma das ovelhas durante o anestro
estacional, ajustou-se umaequagio de regressdo para
os diferentes hordrios de coleta, observando-se efei-
to linear (P < 0,0001) dos niveis plasmdticas de T4
durante as 24 horas em estudo, segundo a equagéo
de regressﬁoﬁ\{= 65,62 + 2,235 X, comr2 = 0,51,
mostrando aumento linear crescente do ritmo
circadiano nos niveis de T, plasmdtico como aumento
no horério de coleta, apresentando o menor nivel de
49,60x11,41 ng/ml na quarta coleta (18 h). A partir
desse valor, o horménio foi aumentando
gradativamente até atingir o maior nivel de 76,99+10,0
ng/ml na dltima coleta (10 h). Os niveis de T, entre
as diferentes horas de coleta apresentaram diferen-
ca significativa (P < 0,0006), enquanto as coletas
entre 0s animais experimentais ndo apresentaram
nenhuma diferencga (P > 0,10).

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obti-
dos por RYDER (1979), BUYS et al. (1990) e DAHL
et al. (1995), ao trabalhar com ovelhas em anestro,
utilizando a técnica de RIA. Foi observado que os
hormonios tiroideanos sdo necessdrios na apresenta-
c¢do das diferentes mudancgas na atividade
neuroenddcrina que leva ao término da ciclicidade
estral na ovelha, os quais estdo significativamente
aumentados no sangue ao inicio do anestro. Segundo
O‘CALLAGHAN et al. (1993), a glandula tiredide
parece ter influéncia especifica na regulagio da tran-
sicdo daestagdo reprodutiva para o anestro, devido ao
papel da glandula associada com os padroes de secre-
¢do do GnRH e no feedback negativo do estradiol,
permitindo a diminui¢do na secrecdo do GnRH
estacional.

As médias de T4 no sangue foram maiores que 0s
valores encontrados em ovelhas adultas, independen-
tes do estado fisiolégico, por FISHER et al. (1972),
39,32 ng/ml; SUTHERLAND e IRVINE (1973),22,60
a 45,20 ng/ml; WALLACE (1979), 45,20 ng/ml, e
MAHARAIJAN et al. (1982), 44,86 ng/ml.

WEBSTER et al. (1991) monitoraram o ritmo
circadiano de T, em ovelhas intactas durante dois
anos consecutivos, empregando a técnica de RIA,
comaqual obtiveram valor sérico minimo de T, de 39
+ 1,6 ng/ml entre a primavera e o verdo, atingindo
pico ao final do outono e no inicio da primavera de 52
+ 2,2, ng/ml. Este trabalho confirmou o conceito de
que atireéide desempenha papel fundamental durante
o periodo estacional na ovelha, evidenciando que o
aumento na secre¢do de T, ao final da estagdo
reprodutiva € requerido para gerar mudancas
enddgenas no eixo neuroenddcerino, permitindo aagio

de feedback negativo de estradiol desencadeando o
inicio do anestro. ‘

Os resultados do presente estudo diferem daqueles
obtidos por DUTTA et al. (1990), os quais concluf-.
ram que as novilhas de leite, durante o anestro, ou

reprodutivamente ativas, apresentaram niveis séricos

deT,de65,45¢ 78,18 ng/ml, respectivamente, medi-
ante a técnica de RIA. As médias de T, foram estatis-
ticamente maiores nas vacas ciclicas normais quando
comparadas com as vacas em anestro sendo, possivel-
mente, as concentragdes baixas de T, responsdveis
pelas condi¢des de anestro em novilhas de leite.

As médias e os desvios—padrﬁo dos niveis
plasméticos de T; nos periodos de coletas foram:
0,80+0,20 (primeira coleta); 0,68+0,15; 0,56+0,16;
0,64+0,19; 0,65%0,15; 0,63+0,26; 0,82+0,33;
0,77+0,21; 0,83%0,27; 0,79+0,11; 0,87%0,23 e,
0,94+0,20 ng/ml (dltima coleta). A Figura 2 mostra
graficamente os niveis plasmaticos de T (ng/ml) dos
animais experimentais durante as 24 horas, nos
diferentes hordrios de coleta (12 h = primeira coleta;

T ¥ =0.6976 + 0,0476X +0,0044X 2- 0,0012X
R*= 0,8t
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FIGURA 2 - Estimativa do nivel de triiodotironina (T5) no
plasma sangiineo em ovelhas em anestro
estacional, em funcéo de 24 horas de coleta.

FIGURA 2-  Estimative of triiodothyronine (T 3)in plasma blood in
ewe, in seasonal anoestrus as a function of 24 hours
of collection.

10 h=1ltima coleta). Para comparar os niveis médios
de T; no plasma das ovelhas durante o anestro
estacional, ajustou-se uma equagdo de regressdo para
osdiferentes hordrios de coleta, observando-se efeito
cdbico (P < 0,02) dos niveis plasmdticos de T; du-
rante as 24 horas em estudo, segundo a equagdo
de regressio ¥ = 0,6976 + 0,0476 X + 0,0044 X2 -
0,0011 X3,com R?=0,8136. O T, apresentou 0
menor nivel de 0,56+0,16 ng/ml na coleta3 (16 h) e
méximo valor de 0,94+0,20 ng/ml ao final do estudo.
Os niveis de T plasmatico entre os animais apresen-
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ng/mlnacoleta3 (16 h) e maximo valorde 0,94+0,20
ng/ml ao final do estudo. Os niveis de T; plasmatico
entre os animais apresentaram diferenca significa-
tiva (P <0,0001), do mesmo modo, entre os diferen-
tes hordrios de coleta em estudo (P < 0,0002),
mostrando que o ritmo circadiano individual, além
de ser influenciado pela temperatura externa, apre-
senta os maiores niveis no frio. Quando comparados
com o calor ( BHATTACHARYYA et al., 1995), o
estresse também altera as variadas respostas da
glandula adrenal. Além do mais, os horménios
tiroideanos aumentam a sintese de colesterol e seu
metabolismo, sendo sinérgicos com a somatotropina,
atuando nas vdrias fases da reprodugdo, inclusive na
fertilidade, gestagdo e ovulagdio (MCKENZIE, 1979).

Com relagdo aos niveis plasmaticos de T, os resulta-
dos corrobora aqueles encontrados por BUYS et al.
(1990), os quais trabalharam com ovelhas mestigas em
anestro, empregando atécnica de RIA. Do mesmo modo,
os valores para T, plasmético sdo semelhantes aos acha-
dos por DUTTA et al. (1990) em novilhas de leite em
anestro. Os resultados do presente estudo apresentam
valores menores daqueles obtidos por FISHER et al.
(1972), os quais encontraram em ovelhas mestigas adul-
tas valor médio de 29 ng/ml de T;.

Em cabras mestigas leiteiras foram avaliados os
niveis de T; plasmitico durante a gestagio, lactagio e
descanso. Os valores médios para os hormonio
tiroideanos nao apresentaram diferengas significativas
entre os estadios fisiolégicos, apesar de apresentarem
mudangas dentro de cada periodo em estudo (GUER-
RA, 1991).

Em outro estudo, OKAB et al. (1993) reportaram
que em ovelhas Barki e Rahmany os niveis
plasmaticos de T; ndo apresentaram alteragdes sig-
nificativas entre os diferentes periodos da prenhez,
mas seus valores foram menores apds o parto, com
média de 66,8 ng/ml no verdo e de 72,8 ng/ml no
inverno, empregando a técnica de enzimaimunoensaio.
Odeclinionos niveis plasméticos de T3, durante o final
da prenhez e apés o parto, foi atribuido ao poder
inibitério dos glicocorticéides, os quais sio aumenta-
dos ao final da gestagdo. Além do mais, a estagdo do
anoteve efeito significativo sobre os niveis plasmaticos
dos hormdnios tiroideanos, os quais foram mais ele-
vados no inverno quando comparados  estagio de
verdo, o que é devido ao aumento do metabolismo
oxidativo e produgio de calor, enquanto uma dimi-
nuig¢do dos hormdnios circulantes no verdo habilita a
compensarem a quantidade de calor ambiental
(ABDEL-BAKI et al., 1995).

Conclusoes

Nas condi¢des de realizagio deste experimento e
de acordo com os resultados, pode-se concluir que, em
ovelhas mestigas Ideal, durante o anestro estacional,
oritmo circadiano dos horménios tiroideanos, tiroxina
(T,) e trilodotironina (T3) apresentaram os menores
niveis plasmdticos ao inicio das coletas, aumentando
gradativamente na noite e atingindo os valores méxi-
mos no periodo da manha.
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