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RESUMO 
 

Objetivou-se com este trabalho investigar a 
variação na secreção do hormônio 
luteinizante (LH) em resposta ao tratamento 
com clonidina (agonista alfa-adrenérgico, 
10µg/kg, i.v., amostras 15 min por 4h), em 
novilhas da raça Nelore pré-púberes aos 8, 
12 e 15 meses de idade. A concentração de 
LH foi quantificada por radioimunoensaio, 
sensibilidade de 0,05 ng/mL e coeficiente de 
variação de 20,39%. A ativação de 
receptores alfa-adrenérgicos por intermédio 
da clonidina diminuiu (P<0,05) a 
concentração de LH e o tempo necessário 
para o aparecimento do maior pico de LH 
aos 15 meses de idade e aumentou (P>0,05) 
a área total e área do maior pico de secreção 
de LH aos 8 meses de idade. Os resultados 
indicam diminuição da sensibilidade do 
hipotálamo aos esteróides gonadais durante o 
processo de maturação sexual nas novilhas 
da raça Nelore e a participação da clonidina 
como neurotransmissora.  
 
Palavras-chave: agonista adrenérgico, 
clonidina, esteróides, hipotálamo, puberdade 

SUMMARY 
 

The aim of this study was to evaluate the response 
of clonidine administration  
(alfa-adrenoceptor agonist, 10g/kg body weight, 
i.v. and blood collected every 15 min for 4 h 
thereafter) on luteinizing hormone (LH) secretion 
in B. indicus pre-pubertal heifers at 8, 12 e 15 
months of age). LH was quantified by RIA, 
sensitivity (0.05 ng/mL) and coefficient of 
variation (20.39%). Alfa-adrenoceptor action 
(clonidine) reduced (P<0,05) basal LH and time to 
greatest peak occurrence at 15 months-old and 
increased (P>0,05) peak total area and area of 
highest peak of LH secretion to 8 months-old. The 
results suggest reduced hypothalamic sensibility by 
gonadal steroid in pre-pubertal Nelore heifer 
maturation sexual and clonidine neurotransmitter 
participation, either stimulating or inhibiting LH 
secretion. 
 
Keywords: adrenoceptor agonist, clonidine, 
hypothalamus, puberty, steroids 
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INTRODUÇÃO 
 

A participação do sistema adrenérgico, 
controlando a secreção e a pulsatilidade 
de hormônios hipotalâmicos e 
gonadotróficos, tem sido relatada em 
bovinos (BORROMEO et al., 1995; 
HONARAMOOZ et al., 2000), ovinos 
(THOMAS et al., 1994), ratas 
(ANSELMO-FRANCI et al., 1997; 
SALICIONI et al., 1997; PI, 1999) e 
humanos (LAL et al., 1975). As primeiras 
evidências de que neurônios 
noradrenérgicos podem participar das 
vias liberadoras de GnRH foram citadas 
por Sawyer et al. (1947), que mostraram a 
interrupção da ovulação em coelhos pela 
administração de um antagonista de 
receptores alfa adrenérgico. A inervação 
noradrenérgica do hipotálamo é 
extrínseca e se origina em corpos 
celulares localizados em regiões como o 
Locus ceruleus (LC), que pode controlar a 
secreção de LH (SEROVA et al., 2002). 
Lesões no LC induziram decréscimo de 
norepinefrina na área pré-óptica e na 
eminência média hipotalâmica, inibindo a 
pulsatilidade de LH em ratas 
ovariectomizadas (ANSELMO-FRANCI, 
1999). Além do LH, há evidências de que 
a norepinefrina também modula a 
secreção do hormônio do crescimento e 
prolactina (LAL et al., 1975). 
O objetivo neste estudo foi verificar a 
secreção de LH em resposta à 
administração da clonidina (agonista alfa 
adrenérgico) em diferentes idades (8, 12 e 
15 meses), em novilhas pré-púberes da 
raça Nelore. Admitiu-se a hipótese de que 
a secreção de LH (área total de LH, 
número de picos, área total de pico, área 
do maior pico, tempo necessário para o 
aparecimento do maior pico e amplitude 
máxima dos picos) é estimulada pelo 
sistema adrenérgico. 
Material e Métodos 
Neste estudo, realizado no Campus da 
Universidade Estadual Paulista, 
localizado na cidade de Araçatuba, 

Estado de São Paulo (latitude 21° 12' 32" sul e 
longitude 50° 25' 58" oeste), foram utilizadas 10 
novilhas da raça Nelore, que, após desmame aos 
seis meses de idade, foram mantidas em 
piquetes de capim-tanzânia (Panicum 
maximum, Jacq. cv. Tanzânia I). Todos os 
animais receberam suplementação constituída 
de bagaço de cana hidrolisado e ração 
concentrada (milho, soja e núcleo), com livre 
acesso a sal mineral e água.  
A clonidina (Sigma-Aldrich CO., US) – um 
agonista específico de receptor -2-adrenérgico – 
foi usada na dosagem de 10g/kg, por via 
intravenosa. Em seguida, foram coletadas 
amostras de sangue em intervalos de 15 
minutos, durante 4 horas, de acordo com 
metodologia de Borromeo et al. (1995), aos 8, 
12 e 15 meses de idade. No dia anterior à 
administração da clonidina, a veia jugular das 
novilhas foi canulada, para permitir coleta 
seriada de amostras de sangue, interferindo o 
menos possível no bem-estar dos animais.  
No dia da coleta, todas as fêmeas canuladas 
foram conduzidas a um curral de manejo, 
contidas por um cabresto, sendo fornecido um 
alimento volumoso e água ad libitum. Com uma 
seringa de 10 mL acoplada à cânula inserida na 
veia jugular aspiraram-se 8 mL de sangue, 
depositando o conteúdo coletado em um tubo 
de vidro (10 mL) contendo 200l de EDTA a 
10% (em solução de NaCl 0,9%), que foi 
imediatamente mantido na geladeira. Após o 
transporte em caixas de isopor refrigerado até o 
laboratório, os tubos foram centrifugados a 
3000 x g por 15 minutos, a 4ºC. Posteriormente, 
o plasma de cada amostra foi transferido, com 
auxílio de pipetas Pasteur descartáveis, para os 
respectivos microtubos graduados (Scientific 
Specialties Inc) de 2mL de capacidade. Após o 
preenchimento de cada amostra com o plasma, 
os microtubos foram fechados com suas 
respectivas tampas plásticas, colocados em 
caixas de papelão e acondicionados a -20ºC. As 
amostras permaneceram armazenadas nestas 
condições até a realização do radioimunoensaio, 
para a dosagem do hormônio luteinizante. 
As novilhas (n = 10) foram divididas em dois 
grupos com cinco animais cada: Controle: 
novilhas que receberam solução salina 0,9% e 
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CL: novilhas tratadas com 10µg/kg da 
clonidina.   
Os ensaios para LH bovino foram 
adaptados daqueles descritos por Bolt & 
Rollins (1983) e Bolt et al. (1990). O 
coeficiente de variação intra e interensaio 
e a sensibilidade dos ensaios de LH, para 
a clonidina, foram, respectivamente, de 
19,29%; 21,50% e 0,05 ng/mL. 
Para identificação da área total de LH, 
área total de picos, número de picos e 
tempo necessário para estimular o maior 
pico de LH, utilizou-se o programa 
Prisma (GrafPad Prism versão 3.00 for 
Windows, GraphPad Software, San 
Diego Califórnia, EUA). A concentração 
de LH do pós-tratamento (ng/mL) foi 
calculada pela média dos valores obtidos 
no período pós-infusão da clonidina (0-
4hs). Os picos foram identificados como 
aumento maior que duas vezes o 
coeficiente de variação intra-ensaio 
envolvendo pelo menos dois pontos. O 
programa calculou a área sob a curva e a 
área sob os picos utilizando a regra 
trapezoidal, cuja unidade resultante foi o 
produto da multiplicação da concentração 
pelo tempo (ng/ml x min). O tempo 
necessário para o aparecimento do maior 
pico foi determinado em função do 
momento (minutos) em que surgiu o 
maior pico. 
Os resultados foram submetidos à análise 
de variância, com medidas repetidas, por 
intermédio do programa Statistical 
Analysis System (SAS, 1998). As médias 
foram comparadas pelo teste Duncan 
(P0,05). Antes da análise, os dados 
foram testados quanto à normalidade dos 
resíduos e à homogeneidade das 
variâncias. Em razão de a área do maior 
pico de secreção de LH e a amplitude 
máxima de secreção dos picos de LH não 
terem se mostrado adequadas quanto à 
normalidade dos resíduos, utilizou-se o 
teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
(medidas repetidas), para comparação 
entre os grupos, e o teste de Friedman, 
para comparação dentro de cada grupo.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A concentração média de LH, pós-
administração da clonidina  
(agonista -adrenérgico), foi menor quando 
comparada ao grupo controle com 15 meses de 
idade, sugerindo ação inibitória da clonidina sob 
a liberação de LH e evidenciando 
dessensibilização hipotalâmica próxima à 
primeira ovulação. A primeira evidência de que 
neurônios noradrenérgicos podem atuar 
inibindo ou estimulando a secreção de GnRH 
foi provida por Sawyer et al. (1947), 
trabalhando com ratos. Há indícios do efeito 
estimulatório de agonistas adrenérgicos sobre a 
secreção de LH por alfa receptores (ESTES et 
al., 1982), com a participação da progesterona 
produzida pela adrenal, que ativa as vias 
adrenérgicas e modula neurotransmissores 
envolvidos na secreção de LH (SALICIONI et 
al., 1997). Em novilhas da raça Holandesa, a 
administração da clonidina não interferiu na 
concentração circulante de LH (GOREWIT et 
al., 1981). Em cabras infectadas por 
Trichomonas congolense, não foi verificada 
resposta à clonidina, quanto à concentração de 
LH, embora esses animais tenham respondido 
ao GnRH, o que demonstra a integridade do 
eixo hipotálamo-hipófise (NG’WENA et al., 
1997).  
Aos 8; 12 e 15 meses de idade, não houve 
diferença entre os grupos (P≥0,05), em relação 
à área total de secreção de LH (Figura 1b). Da 
mesma forma, não houve diferença (P0,05) 
entre os grupos quanto ao número de picos de 
secreção de LH (Figura 1d). Estes resultados 
foram semelhantes aos dados obtidos por 
Yamada et al. (2006), que relataram que a 
administração da clonidina não alterou a 
freqüência de picos de LH. Em humanos, 
quando receptores alfa adrenérgicos foram 
estimulados pela clonidina, não houve efeito 
sobre a secreção sérica de LH (LAL et al., 
1975), mas em ratas ovariectomizadas a 
administração da clonidina aumentou a secreção 
de LH (ESTES et al., 1982). Por outro lado, em 
ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol, 
houve diminuição na secreção de LH 
(YAMADA et al., 2006).  
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A,BMédias seguidas de letras maiúsculas diferentes diferem (P0,05), entre os grupos, pelo teste Duncan. 
 
Figura 1. Média e erro-padrão da média da (a) concentração média de LH, (b) área total de 

secreção de LH, (c) área total dos picos de secreção de LH (ng/mL x min), (d) número 
de picos de secreção de LH pós-tratamento em novilhas Nelores pré-púberes que 
receberam solução salina (C) e clonidina (CL), em diferentes idades. 

 

Apesar de o número de picos (freqüência de 
pulsos) não ter aumentado em função da 
idade nas novilhas do grupo controle, 
diferentemente do sugerido por Day et al. 
(1984) e Rodrigues et al. (2002), a área total 
dos picos de secreção de LH  
(Figura 1, c) foi maior nas novilhas com 8 
meses de idade, após a administração da 
clonidina, em comparação às do grupo 
controle. Este comportamento modificou-se 
com o avanço da idade. A ação estimulante 
da clonidina sobre a secreção de LH aos 8, 
12 e 15 meses de idade, aparentemente 
tornou-se inibitória, não diferenciando 
(P≥0,05) do grupo controle. 

Anselmo-Franci et al. (1997, 1999) e 
Anselmo-Franci et al. (1999) sugerem que 
um bloqueio funcional do Locus ceruleus, 
região noradrenérgica do SNC que modula 
a secreção de GnRH/LH, pode diminuir a 
quantidade de norepinefrina na área pré-
óptica medial e no hipotálamo médio basal, 
bloqueando a pulsatilidade de LH. Dessa 
forma, é possível que a clonidina diminua 
a quantidade de norepinefrina secretada, 
bloqueando a pulsatilidade de LH, que 
tende a aumentar na medida em que ocorre 
a maturação sexual. 
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Aos 8 meses de idade, a área do maior 
pico nas novilhas que receberam a 
clonidina foi maior (P0,05) que nas 
controle (Figura 2a). Quando os grupos 
foram comparados, quanto à amplitude 
máxima dos picos de secreção de LH, 
não houve diferença (P≥0,05) aos 8, 12 
e 15 meses de idade.  
A área do maior pico de secreção de LH 
foi maior (P = 0,015) nas novilhas que 
receberam clonidina aos 8 meses que 
naquelas de 12 e 15 meses de idade. No 
entanto, não houve diferença entre os 
grupos de 12 e 15 meses de idade. Nas 

novilhas que receberam a clonidina, parece ter 
ocorrido um efeito estimulatório na área do 
maior pico de secreção de LH aos 8 meses de 
idade e, posteriormente, inibição ou ausência 
de efeito aos 12 e 15 meses. Os dados 
mostram nitidamente que maior área do maior 
pico de secreção de LH  
(Figura 2a) não necessariamente significa 
aumento de freqüência  
(Figura 1d) ou da amplitude máxima dos 
picos de secreção de LH  
(Figura 2b), notada pela ausência de efeito 
estimulatório da clonidina (P≥0,05) aos 8, 12 
e 15 meses de idade.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A,BMédias seguidas de letras maiúsculas diferentes diferem (P0,05) entre os grupos. 

abMédias seguidas de letras minúsculas diferentes diferem (P0,05) dentro de cada grupo. 
 

Figura 2. (a) Área do maior pico de secreção LH, (b) amplitude máxima dos picos de 
secreção de LH e (c) tempo necessário para o aparecimento do maior pico 
de LH em novilhas Nelore pré-púberes que receberam solução salina (C) e 
clonidina (CL), em diferentes idades 
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Este efeito foi semelhante ao descrito por 
Bergen & Leung (1986), quando um 
agonista de receptor alfa 1-adrenérgico foi 
utilizado em ratas, e diferente dos dados 
obtidos por Yamada et al. (2006), com 
ratas ovariectomizadas, em que a 
amplitude máxima dos picos de LH foi 
maior após a aplicação da clonidina.  
A presença de esteróides gonadais pode 
influenciar diretamente o efeito de 
neurotransmissores, como a clonidina, e 
uma ação inibitória pode ser exercida via 
ativação de alfa e beta adrenoreceptores 
(LEUNG et al., 1982; FRANCIS PAU et 
al., 1998; PI, 1999; NOGUEIRA & 
OLIVEIRA, 2004). É possível que a 
presença de esteróides gonadais durante a 
maturação sexual de novilhas da raça 
Nelore seja inibitória até o momento da 
primeira ovulação, semelhante a novilhas 
Bos indicus ovariectomizadas e 
implantadas com E2 (RODRIGUES et al., 
2002; NOGUEIRA & OLIVEIRA, 2004) e 
diferente do aumento observado na 
freqüência de picos em outras raças 
bovinas (DAY et al., 1984; DODSON et 
al., 1988). Em ratas ovariectomizadas, o 
efeito inibitório do E2 sobre a secreção de 
LH no período pré-puberal pode estar 
associado à supressão de neurônios 
noradrenérgicos (LEGAN & 
CALLAHAN, 1999) ou inibição 
provocada por opióides endógenos e outros 
neurotransmissores, como o GABA 
(HONARAMOOZ et al., 2000; 
RAWLINGS et al., 2003).  
Aos 15 meses, a administração da clonidina 
diminuiu (P0,05) o tempo necessário para o 
aparecimento do maior pico de LH, quando 
comparado ao grupo controle (Figura 2, c). 
Nas novilhas controle, o tempo necessário 
para a ocorrência do primeiro pico de LH 
aumentou com o avanço da idade, pois 
esperava-se aumento na freqüência de picos 
de secreção de LH, o que repercutiria em 
menor intervalo do tratamento (clonidina) ao 
primeiro pico. 
No entanto, como a primeira ovulação 
ocorreu mais tarde que o esperado  
(18 meses de idade), é possível que, com 15 

meses, esses animais ainda estivessem 
distantes da primeira ovulação. Por outro 
lado, se o aumento na freqüência de picos 
fosse intrínseco à idade, essa condição 
deveria se traduzir em aumento do número 
de picos, o que não foi observado neste 
estudo.  
Eler et al. (2002) sugerem que a falta de 
seleção das novilhas da raça Nelore, 
associada a cruzamentos inseridos na raça 
(MEIRELLES et al., 1999), pode permitir a 
ocorrência de diferentes respostas e 
características fisiológicas distintas entre 
animais. Não está claro se a liberação 
pulsátil de LH é modulada exclusivamente 
pela liberação pulsátil de GnRH (KORDAN 
et al., 1994) ou por neurotransmissores 
(CARDOSO & NOGUEIRA, 2007), como 
os alfa-adrenérgicos, agindo diretamente na 
hipófise. Os achados deste estudo reforçam a 
idéia do aumento na estimulação da secreção 
de LH, à medida que as novilhas se tornaram 
mais maduras, sendo mais evidente após o 8o 
mês de idade. Rejeita-se, então, a hipótese de 
que a secreção de LH é estimulada pelo 
sistema adrenérgico, durante a fase pré-
púbere, em novilhas da raça Nelore, uma vez 
que, aos 15 meses de idade, a clonidina 
reduz a concentração média de LH e o tempo 
necessário para o aparecimento do maior 
pico de LH. 
A estimulação de receptores 2-adrenérgico 
em novilhas pré-púberes da raça Nelore 
diminuiu a concentração de LH aos 15 
meses de idade. 
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