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RESUMO

Foram utilizadas 15 ovelhas prenhes e em lactagio com o objetivo de se determinarem os padrfes
fisiolégicos da progesterona, e de se verificar a presenga ou ndo de ritmo circadiano. Observou-se
aumento crescente dos niveis de progesterona durante a gestagio, com diminuigdo abrupta aos dois dias
pré-parto. A andlise de autocorrelagio revelou que esse horménio apresentou no perfodo de pré-parto
ritmo circadiano muito mais evidente que no inicio da gestagéo e lactagéo.
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ABSTRACT

The main objectives of this work were to determine the physiological patterns of progesterone on
- pregnancy and lactation in ewes, and to verify whether the hormone presents a 24h secretion rhythm.
Serum levels of progesterone increased during gestation with an abrupt decrease by two days preternt.
The autocorrelation analysis showed that this hormone, had a more evident circadian rhythm on preterm,
than during early pregnancy and lactation.
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INTRODUCAO
Segundo Turek & Cauter (1988), a maioria dos
Nos mamiferos, e principalmente em ovelhas, os ritmos hormonais, estudados seb condigdes
niveis dos hormdnios relacionados 2 reprodugfio ambientais  constantes,  apresentam  ritmo
apresentam grande variagdo segundo o estado circadiano, - -indicando que algum sistema
fisiolégico, ou mesmo no periodo de 24 horas temporal ‘interno deve estar envolvido na sua
(Cauter & Aschoff, 1988). ‘geragho. ‘Assim, em condigSes ambientais
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normais, ritmos circadianos t&m perfodo igual ao
comprimento do dia solar, mas alguns fatores do
ambiente fisico devem estar envolvidos para
sincronizar o fen6meno de ritmicidade biolégica.
Para a grande maioria dos mamffercs, o ciclo
claro-escuro parece ser o fator ambiental mais
importante para sincronizar.o “relégio” biolégico
enddgeno, embora outros agentes externos
também tenham sido identificados, como tipo de
alimento ingerido, temperatura ambiente etc.

O nicleo supraquiasmdtico (NSQ), estrutura
bilateral localizada no hipotdlamo anterior
contém o maior “relégio” circadiano que regula a
maioria, s¢ ndo todos, dos ritmos enddgenocs.
Esta estrutura recebe sinal neural direto da retina
por via do trato retino-hipotaldmico (TRIH), que
estd envolvido na tfransmissdo da informagio
claro-escuro ao NSQ.

Apostolakis et al. (1993) demonstraram haver
pouca evidéncia de um padrio ritmico, de 24
horas, nas concentragdes plasmdticas de cortisol
ou progesterona na circulagdo sangiiinea e
também na atividade contratil uterina em ovelhas
prenhes e fetos, durante o final da gestagfo.
Entretanto, Challis et al. (1981), estudando
flutuagdes das concentragdes de progesterona €
cortisol em ovelhas ¢ fetos nos ultimos dias de
gestacdio, mostraram haver variagdo substancial
em intervalos de 10 a 20 minutos.

O presente trabalho teve por objetivo determinar
os padroes fisiolégicos da progesterona em
fémeas ovinas em inicio de gestacdo, pré-parto e
infcio de lactagfio, e verificar a ocorréncia de
ritmicidade circadiana para este hormonio.

MATERIAL E METODO

Foram utilizadas 15 fémeas ovinas, adultas e em
atividade sexual, da raga Ideal, pertencentes ao
Setor de Ovinocultura da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias - UNESP - Campus de
Jaboticabal. As condiges de manejo e
alimentagiio foram mantidas durante todo o
periodo experimental, com liberdade de pastejo
de gramaseda e “coast cross” (Cynodon
dactilon) entre 7 ¢ 10h ¢ 13 ¢ 17h. Nos demais
periodos os animais eram arragoados, recebendo
concentrado ¢ volumocso. As ovelhas foram
tosquiadas em outubro e colocadas com
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reprodutores em novembro, com a finalidade de
provocar estimulo reprodutivo pela presenca do
macho. As ovelhas, apés o coito, foram
identificadas pela marcacfio com graxa na regido
dorsal e a gestacio confirmada pelo ndo
aparecimento de sinais clinicos de estro.

Amostras de sangue foram obtidas durante
perfodo de 24 horas, em intervalos regulares, as
4, 8, 12, 16, 20 e 24h, no infcio da gestagdo
(sétimo e 12° dias), pré-parto (sétimo ¢ segundo
dias antes do parto) e inicio de lactagdo (sétimo e
12° dias). As colheitas de sangue foram
realizadas por puncdo da veia jugular externa,
com os animais em posi¢io quadrupedal,
utilizando-se agulhas hipodérmicas descartdveis
de 40 X 12mm. O sangue foi depositado em tubos _
de ensaio esterilizados devidamente
identificados, num volume aproximado de 15ml
por amostra. Apés separagio do codgulo
sangiiineo, o soro foi centrifugado a 1600 (g) por
cinco minutos. Posteriormente, 0 sobrenadante
foi transferido para dois frascos de vidro
devidamente esterilizados com volume similar e
estocados a temperatura de —18°C até o momento
de se efetuarem as andlises.

Os ensaios para dosagens hormonais foram feitos
no Laboratério de Dosagens Hormonais do
Departamento de Reprodugdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria ¢ Zootecnia
da USP, pela técnica de radioimunoensaio (RIE)
em fase sélida, utilizando-se conjuntos de
reagentes  comerciais'  desenvolvidos para
avaliagdo quantitativa da progesterona sem
qualquer tipo de extra¢do quimica e processo de
purificagiio, valendo-se do I'® como elemento
radioativo tragador.

As amostras de soro e os reagentes especificos
para o hormdnio foram  previamente
descongelados  até atingirem a temperatura
ambiente, e devidamente agitados antes do uso.
Os procedimentos utilizados nas dosagens
hormonais foram os especificados pelo fabricante
dos “kits”.

As contagens de radioatividade foram obtidas’
pela utilizagio de contador gama automético de
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pogo, modelo “Cobs Gamma™', calibrado
automaticamente para I'>. E os seus resultados
foram fornecidos pelo uso de programa
especifico de computador.

Foi realizada anslise de variancia bifatorial, com
medidas repetidas para cada fator (split-plot). Os
fatores considerados foram periodos ao longo do
ciclo gestacional/puerperal e horas do dia. Para
comparagio das médias foi aplicado o teste
Student-Newman-Keuls, caracterizando o
esquema fatorial 6 X 6 (periodos de colheitas X
intervalos de colheitas) com 15 repeticoes.

Para determinar o fen6meno biolégico da
ritmicidade (ritmo circadiano) em periodo de
tempo pré-determinado foi utilizado o método
Cosinor (Silva, 1988).

Também foi realizada a andlise de
autocorrelagiio, onde o coeficiente de auto-
correlagio € determinado entre a série de dados
originais e essa mesma série quando defasada de
um ndmero fixo de unidade de tempo. Os
coeficientes de autocorrelagdo foram obtidos
mediante programa de computador (GBSTAT,
Dynamic Microsystems Inc. USA), e calculados
para cada anifal em cada fase do ciclo
gestacional/puerperal. A seguir, foram realizadas
as médias e erros padriio das autocorrelagdes de
todos os animais, para determinado periodo, para
que assim os resultados refletissem o
comportamento geral da populagio em relagio a
varidvel estudada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas dosagens de progesterona pelo método de
radioimunoensaio, obtiveram-se Otimas curvas
padrio, fornecendo resultados bastante con-
fidveis e seguros, o que vem reforgar as
descrigdes feitas por Vicente et al. (1991 e
1992).

A andlise de varifincia apresentada na Tab. 1
indica que a variabilidade dos dados deveu-se
tanto aos perfodos quanto aos hordrios, e que o
fator horas do dia variou de acordo com o
perfodo do cicle gestacional/puerperal.

t Roche Diagnostic Co., USA.

Tabela 1. Andlise de varincia da dosagem de
progesterona em ovelhas.

Progesterona
v G OM ¥ P
Animais (A) 14 44,74 - -
Periodos (P) 5 1869,82 64,15  <0,0001
Interagio A x P 70 29,15 - -
Horérios (H) 5 9,34 511 0,0005
Interagio A X P 70 1,83 - -
Interagdo P x H 25 3,20 2,05 0,0025
Residuo 350 1,56 - -
Total 539 23,78 - -

Na Fig. 1 observa-se que os niveis séricos de
progesterona apresentam-se em elevagdo no
inicio da gestagio, sendo aos sete dias pré-parto
o maior valor encontrado. Estes achados
concordam com as observagoes, feitas por’
Tucker (1988), de que a secregio de
progesterona, na maioria das espécies, ¢ mantida
em niveis altos durante a maior parte da gestagao,
fato que poderia explicar, pelo menos em parte, a
supressdo da lactogénese e também o bloqueio da
contratilidade uterina neste periodo. E ainda, tal
fato pode ser explicado levando-se em conta que,
nessa espécie, a placenta passa a ser a principal
fonte de progesterona a partic do 50° dia de
gestagio (Linzell & Heap, 1968). Dois dias antes
do parto nota-se uma queda significativa nos
niveis séricos de progesterona (Fig. 1), que €
acompanhada pelo aumento do cortisol fetal
(Flint et al., 1975). Esta queda abrupta da
progesterona também foi observada por
Boulfekhar & Brudieux (1979) nos iltimos trés
dias antes do parto. Flint & Ricketts (1979)
sugeriram que no pré-parto a glindula adrenal
fetal, mediante secregdio de cortisol, altera a
producgdo de esterdides na placenta, estimulando
a atividade enzimatica placentdria, convertendo
progesterona em 17o-hidroxiprogesterona, an-
drostenediona e estrGgeno, ¢ como resultado a
concentragéio de progesterona diminui e a de
estrégeno aumenta por ocasido do parto. O
decréscimo da progesterona antes do parto €
responsével pelo aumento da secrecfio da PGF,y
(Challis & Olson, 1988) ¢ infcio do parto, e
também induz prontamente a lactagdo, devido &
conversdo desse hormdnio a um metabdlito ndo
antilactogénico (Kuhn, 1969). Em relagio a
lactagdo, os valores obtidos foram extremamente
baixos, semelhantes aos encontrados por
Boulfekhar & Brudieux (1979), o que faz
lembrar dois aspectos: o primeiro, provavel-

135



Rodrigues et al.

mente, - relacionado com a condigdo de aciclia
fisioldgica pds-parto e o segundo, com a repro-
dugfio estacional desses animais.

Progesterona (ngimi)

==
Tgest 12gest  7pré 2pr 7 lac 121ac

Periodos
{dias)

Figura 1. Valores médios e respectivos erros
padrdo, das concentragdes de progesterona no
soro sangiiineo de ovelhas: 7 dias de gestagdo (7
gest), 12 dias de gestagdo (12 gest), 7 dias pré-
parto (7 pré), 2 dias pré-parto (2 pré), 7 dias de
lactag@o (7 lac) e 12 dias de lactagdo (12 lac).

No inicio da gestagdo, tanto no sétimo como no
12° dia, as maiores concentragles de proges-
terona foram registradas as 16h, enquanto nas
demais, fases os valores maiores foram obser-
vados sempre no inicio da manha (Fig. 2a, b, c,
d, e e f), praticamente invertendo a condigao
anterior. Talvez esse fato deva-se, no perfodo de
pré-parto, & transformagio metabdlica dos
esterGides, além das ondas de contragdio uterina
que devem agir como fator estressor. No periodo
de lactagdo, uma provavel explicagdo para este
fato pode ser a nova condigio fisiolGgica, a
exemplo “da fase preparatdria para o parto.
Comparando esses resultados com os obtidos por
Rodrigues (1996) para o cortisol, nota-se que as
maiores concentragdes de progesterona ocor-

reram, em todos os perfodos, em intervalo de -

tempo <que acredita-se - ser apds os picos
registrados para o cortisol. Este fato reforca as
observagdes feitas por Rebar & Yen (1979) e
Honnebier et al. (1992), nas quais atentam para a
importincia da adrenal materna na manutencio

ou sincronizagfo dos ritmos de 24 horas dos

hormdnios associados a pestagio.
Os valores de progesterona obtidos a partir do

teste do Cosinor séo apresentados na Tab. 2. Eles
mostram que ndo houve ajuste significativo para
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a progesterona em nenhum dos periodos
estudados, os quais ndo permitem informar sobre
a inexisténcia de ritmicidade biolégica, jd que a
maior desvantagem desse teste ¢ suas derivagGes
é assumir que o perfil observado deve ser
adequadamente descrito por uma simples curva
sinusoidal. Esta suposi¢do praticamente nunca é
verdadeira para ritmos biolGgicos que sfo
assimélricos por natureza, ainda que este teste
seja largamente utilizado, segundo Turek &
Cauter (1988).

Tabela 2. Valores de progesterona obtidos pela
utilizagdo do método Cosinor, testando-se o

periodo de 24 horas.
Periodos Progesterona

7 dias de gestagio 0,979
12 dias de gestacio 0,888
7 dias pré-parto 0,462
2 dias pré-parto 0,240
7 dias de lactagio 0,169
12 dias de lactagio .0,188

Alternativamente, a andlise de autocorrelagio
(Fig. 3) mostra que o méiximo de correlagio
positiva ocorreu a seis intervalos de 4 horas de
deslocamento em todas as fases do. ciclo
gestacional/puerperal estudadas, sugerindo ritmo
de 24 horas. No inicio de gestacdo (7 e 12 dias),
além do ritmo de 24 horas evidenciado, nenhum
outro se mostra claro. Aos sete e dois dias pré-
parto (Fig. 3¢ e 3d, respectivamente) observa-se
que 0 mdximo de correlagdo negativa ocorreu a
trés intervalos de deslocamento, determinando
curva sinusoidal indicando ritmo de 24 horas
dominante e estivel. Resultados semelhantes
foram obtidos por Rodrigues (1996) para o
cortisol e estradiol em ovelhas prenhes. Tal fato
sugere que, neste periodo, fendmenos bioldgicos
importantes devem ocorrer para sincronizar
eventos como o momentc do parto e outros. Jd

caos 7 e 12 dias de lactacdo (Fig. 3e e 3f,

respectivamente) observam-se ritmos de 24 horas
compostos com outros ritmos. Estes resultados
contrapdem-se aos obtidos por Apostolakis et al.
(1993) que ndo observaram ritmo de 24 horas
para a progesterona em ovelhas em final de
gestagdo. Outros estudos relataram significativo

“ritmo de 24 ‘horas ' para a’ progesterona’ em

macacas prenhes (Honnebier et al., 1992) ¢ em
cadelas (Steinetz et al., 1990},
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Figura 2. Valores médios e respectivos erros padrio, das concentragbes de progesterona no SOro
sangiiineo de ovelhas no sétimo dia de gestagdo (a), 12° dia de gestagao (b), sete dias pré-parto {(c), dois
dias pré-parto (d), sétimo dia de lactagdo (e) ¢ 129 dia de laciagdo (f). obtidas durante perfodo de 24 horas.
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no sétimo dia de gestagfo (a), 12° dia de gestagfo (b), sete dias pré-parto (c), dois dias pré-parto {d),
sétimo dia de lactagio (e) ¢ 122 dia de lactagdo (f). durante periodo de 24 horas.
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CONCLUSOES

A metodologia e o conjunto de reagentes
utilizados na dosagem das concentracbes de
progesterona, no soro sangiiineo periférico de
fémeas ovinas, revelaram-se eficazes. O perfil
hormonal observado pelas andlises séricas de
progesterona revelou valores crescentes no
periodo inicial de gestagdio (7 e 12 dias), decres-
centes no perfodo final de gestacio (scte e dois
dias) e baixos no periodo inicial de lactacdo (7 e
12 dias). Utilizando-se o método Cosinor, as
flutuagBes registradas ao longo de 24 horas nos
diversos periodos estudados nfo determinaram
curva do tipo sinusoidal, os quais ndo permitem
informar sobre a inexisténcia de ritmicidade
circadiana. No entanto, de acordo com as
andlises de autocorrelagfo, o hormdnio proges-
terona apresentou no sétimo ¢ segundo dia pré-
parto ritmo circadiano muito mais evidente do
que no inicio da gestagio e da lactagfio. Fatores
como o ecstado fisiolégico dos animais tém
grande influéncia sobre os ritmos de 24 horas e
merecem ser mais bem estudados.
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