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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de investigar a variacdo na secrecdo do
Hormonio Luteinizante (LH) em resposta ao
tratamento com sulpiride, antagonista de
receptor (D) dopaminérgico, com
administracdo de 0,59mg/kg, s.c. e colheita de
amostras de sangue a cada 15min, por 10h.
Foram utilizadas 10 novilhas da raca Nelore
pré-paberes, aos 8, 12 e 16 meses de idade. A
concentracdo de LH foi quantificada por
radioimunoensaio, e o coeficiente de variacdo
intra, o interensaio e a sensibilidade dos ensaios
de LH foram respectivamente de: 11,86%;
15,51%; 0,039ng/mL. O tratamento com
sulpiride ndo diferiu na concentracdo média de
LH, area total de secregdo de LH e picos,
nimero de picos, area do maior pico, tempo
necessario ao aparecimento do maior pico de
secrecdo de LH e amplitude méxima de LH, em
comparacdo ao grupo controle. Os resultados
indicam auséncia de efeito da dopamina, através
de receptores D,, durante a fase pré-pdbere, em
novilhas da raca Nelore, o que sinaliza a ndo
participagdo como  neurotransmissora  na
secrecdo de LH durante o processo de
maturacdo sexual.

Palavras-chave: antagonista dopaminérgico,
esteroides, hipotalamo, puberdade, sulpiride

SUMMARY

It was evaluated the response of sulpiride
administration  (dopamine D2  antagonist,
injecting 0.59m/kg body weight, s.c. and blood
collected every 15 min for 10 h thereafter) on
Luteinizing Hormone (LH) secretion in B.
indicus pre-pubertal heifers at 8, 12 and 16
month of age. LH was quantified by RIA,
sensitivity  (0.039ng/mL) and intra and
interassay coefficients of variation were 11,86%
and 15,51%, respectively. In heifers, sulpiride
treatment did not differ in LH concentration,
total secretion area, peak total area, number of
peaks, area of highest secretion peak and time to
highest peak occurrence and maximum LH
secretion, from control group. The results
suggest absence of dopamine D2 antagonist
effect on LH secretion in pre-pubertal Nellore
heifers and no participation as neurotransmitter
on sexual maturation.

Keywords: dopamine antagonist,
hypothalamus, puberty, steroids, sulpiride
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INTRODUCAO

A idade a puberdade, raca e composi¢édo
genética sdo caracteristicas importantes
que irdo influenciar a produtividade de
um sistema (NOGUEIRA, 2004). Para
0s programas de producao de novilhas de
reposicdo, € importante conhecer 0s
processos fisioldgicos que determinam o
inicio da primeira ovulagdo
(RAWLINGS et al., 2005). Ap6s o
nascimento, as concentracdes séricas do
horménio luteinizante (LH) em bezerras
diminuem (DAY & ANDERSON,
1998). A partir da décima semana de
vida, estendendo-se até a vigésima
segunda semana, observa-se aumento
gradativo na secrecdo de LH, sucedido
por decréscimo, caracterizando-se uma
segunda fase de contengdo da atividade
gonadal (NAKADA et al.,, 2001). Na
fase que antecede a puberdade, o
aumento na secre¢do do hormbnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH)
desencadeia um novo aumento na
liberagdo de LH, restabelecendo a
atividade gonadal, dando inicio ao
periodo  de maturidade  sexual
(CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).

Em bovinos, existem poucos estudos
abordando a atuacdo do sistema neuronal
dopaminérgico sobre a secrecdo de LH.
Tem sido sugerido que os opioides
enddgenos, conhecidos inibidores da
secrecdo de LH, agem diretamente ou
pela via catecolaminérgica (JANSEN et
al., 2003; HASHIZUME et al., 2008).
Em ovinos, neurdnios dopaminérgicos
sdo importantes inibidores da secrecdo
de GnRH durante o anestro sazonal
(FORCADA & ABECIA, 2006).
Honaramooz et al. (2000), trabalhando
com novilhas pré-puberes, concluiram
que os efeitos supressivos dos opioides
enddgenos sdo exercidos através do
bloqueio ou da inibicdo do sistema
estimulatério  dopaminérgico. Em

http://www.rbspa.ufba.br

bovinos machos, a concentracdo de
dopamina na area pré-Optica do
hipotdlamo, aumenta da quinta para a
décima semana de idade (RODRIGUEZ
et al., 1993), e foi demonstrado que a
inibicdo na liberacdo de LH ocorre
através da inibicdo dopaminérgica, até as
24 semanas de idade (CHANDOLIA et
al., 1997).

O objetivo da realizacdo do presente
estudo foi verificar a secregdo de LH em
resposta a administracdo do sulpiride
(antagonista ~ de receptor (Dy)
dopaminérgico) nas idades de 8, 12 e 16
meses, em novilhas da raga Nelore.
Admitiu-se a hipotese de que a secrecdo
de LH (&rea total de LH, ndmero de
picos, area total de pico, area do maior
pico, tempo necessdrio para O
aparecimento do maior pico e amplitude
maxima dos picos) € inibida, pela
dopamina.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo, realizado no Campus da
Universidade Estadual Paulista,
localizado na cidade de Aracatuba,
estado de Séo Paulo, latitude 21° 12' 32"
sul e longitude 50° 25' 58" oeste, foram
utilizadas 10 novilhas da raga Nelore. Ao
serem desmamadas aos seis meses de
idade, foram mantidas em piquetes de
capim Tanzénia (Panicum maximum,
Jacq. cv. Tanzania 1), recebendo
suplementacdo constituida de bagaco de
cana hidrolisado, racdo concentrada
(milho, soja e nucleo) e com livre acesso
ao sal mineral e & 4gua.

As novilhas foram distribuidas em dois
grupos com cinco animais cada, nimero
suficiente  para esse tipo de
delineamento, de acordo com Nakada et
al. (2000) e Nakada et al. (2001), sendo:
a) CONTROLE: novilhas que receberam
solucdo salina 0,9%, via s.c.; b)
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SULPIRIDE: novilhas tratadas com
0,59mg/kg do sulpiride, via s.c.
O sulpiride, antagonista de receptor (D-)
dopaminérgico (Sigma-Aldrich CO., St.
Louis, MO, US), foi administrado aos 8,
12 e 16 periodo meses de idade, com
intervalo entre coletas de 15 minutos por
10 horas (HONARAMOOZ et al., 2000).
No dia anterior a administracdo da
sulpiride, a veia jugular das novilhas foi
canulada, para permitir coleta seriada de
amostras de sangue, interferindo o
menos possivel no bem-estar dos
animais. Apos a tranquilizacdo com a
associagdo de acepromazina (0,02mg/kg)
e xilazina (0,5mg/kg) por via
intramuscular (AGUIAR, 2004), o
animal foi imobilizado, tendo seus
membros locomotores amarrados e
presos com cordas. Foi realizada
tricotomia e assepsia no local da puncgéo
com alcool iodado. Para a puncdo da
veia jugular, utilizou-se uma agulha 12
GA (12x3mm) (Popper & Sons®)
esterilizada por imersdo em alcool 70%.
ApOs a puncdo, a canula que consistia
em um tubo de silicone de 1,5mm de
didmetro interno e 1,97mm de didametro
externo  (Medicone®) com 45
centimetros de  comprimento e
previamente autoclavada foi introduzida
na veia jugular do animal através da
agulha de canulacdo, permanecendo
20cm do seu comprimento exposto. A
seguir, a agulha de canulacdo foi
retirada, uma agulha (40x12mm, com
bisel aparado) foi inserida na porcao
externa da céanula e colada com
Araldite® 12 horas (a fim de permitir o
acoplamento de uma seringa a canula) e
fechada com um adaptador Luer Lok (B-
D®) com latex autovedante. Uma
solucdo de citrato de sodio 3,5% (1mL
em solucdo de NaCl 0,9%) foi injetada
no interior da cénula para evitar
coagulacdo do sangue.

No dia da coleta, todas as fémeas
canuladas foram conduzidas a um curral
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de manejo, contidas por um cabresto,
sendo fornecido um alimento volumoso
e agua ad libitum. Com uma seringa de
10 mL acoplada a canula inserida na veia
jugular aspirou-se 8 mL de sangue,
depositando-se 0 contetdo coletado em
um tubo de vidro (10mL) com 200ul de
EDTA a 10% (em solucdo de NaCl
0,9%), sendo posteriormente
centrifugados a 3000 x g por 15 minutos,
a 4°C. Posteriormente, o plasma de cada
amostra foi transferido, com auxilio de
pipetas Pasteur descartaveis, para seus
respectivos  microtubos  graduados
(Scientific Specialties Inc®) com 2mL de
capacidade e acondicionados a -20°C. As
amostras permaneceram armazenadas
nessas condicbes até a realizacdo do
radioimunoensaio para a dosagem do
hormonio luteinizante.

Os ensaios para LH bovino foram
adaptados dos descritos por Bolt et al.
(1990), realizados no Laboratério de
Endocrinologia Animal da Unesp de
Aracatuba. O coeficiente de variacdo
intra e interensaio e a sensibilidade dos
ensaios de LH, para o sulpiride, foram
respectivamente de 11,86%; 15,51% e
0,039ng/mL.

Para identificacdo da area total de LH,
area total de picos, numero de picos,
tempo necessario para estimular o maior
pico de LH, utilizou-se o programa
Prisma (GrafPad Prism versdo 3.00 for
Windows, GraphPad Software, San
Diego Califérnia, EUA). A concentracdo
de LH do pds-tratamento (ng/mL) foi
calculada através da média dos valores
obtidos no periodo pos-infusdo do
sulpiride (0-10h). Os picos foram
identificados como 0 aumento maior que
duas vezes o coeficiente de variacdo
intra-ensaio, envolvendo, pelo menos,
dois pontos. O programa calculou a area
sob a curva e a area sob 0s picos,
utilizando a regra trapezoidal, cuja
unidade resultante foi o produto da
multiplicagdo da concentragdo pelo
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tempo (ng/mL x min). O periodo
necessario para o aparecimento do maior
pico foi determinado em funcdo do
momento (minutos) em que surgiu o
maior pico.

Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia, com medidas repetidas,
empregando-se 0 programa SAS (2003).
As médias foram comparadas pelo teste
de Duncan (P<0,05). Antes de cada
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracdo do sulpiride, em
novilhas da raca Nelore, em comparagdo
ao grupo controle, ndo diferiu (P<0,05) na
concentragdo média de LH e nos nimeros
de picos de secrecdo de LH aos 8, 12 e 16
meses, poréem, houve uma maior
concentracdo de LH nesse grupo com o

andlise, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e a
homogeneidade das varidncias. Os
resultados foram expressos com media e
erro padrdo da média.

decorrer do tempo, ndo verificada
estatisticamente no grupo controle
(Tabela 1).

Tabela 1. Média e erro padrdo da media da concentracdo média de LH (CM), area total
de secrecdo de LH (ART), &rea total dos picos de secre¢do de LH (ARTP),
numero de picos de secrecdo de LH (NP), area do maior pico de secrecdo LH
(ARMP), amplitude maxima dos picos de secrecdo de LH (AP) e tempo
necessario para o aparecimento do maior pico de LH (TMP), pds-tratamento
em novilhas Nelores pré-puberes que receberam solucdo salina (C) e que
receberam sulpiride (S), em diferentes idades

Idade (meses)

Variavel

Grupo 8 12 16

C 0,50+0,09 0,58+0,07 0,58+0,03
CM b ab a

S 0,40+0,04 0,51+0,05 0,52+0,03
ART C 111,07454,69  127,32+24,62 145,90+8,27

S 117,37429,63  136,84422,62 120,68+13,45
ARTP C 109,46+55,00  124,66+24,95 144,14+8,33

S 113,08+29,04  131,34424,34 114,10+12,91
NP C 2,75+0,25" 3,80+0,20° 3,60+0,24°

S 2,60+0,51 3,20+0,37 2,40+0,51
ARMP C 100,38+56,30 76,62+17,26 90,12+10,23

S 98,45+33,61 87,98+23,70 143,88+55,79
AP C 1,44+0,59 1,74+0,46 1,57+0,13

S 1,30+0,35 1,41+0,27 1,46+0,27
TMP C 412,50+52,14  354,00+48,97 369,00+61,59

S 426,00+37,53°  393,00+41,46°  240,00+55,52°

®Médias seguidas de letras mintsculas diferentes diferem (P<0,05) dentro de cada grupo, pelo teste

Duncan.
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Essa deteccdo estatistica pode ter sido
decorrente dos primeiros protocolos de
coleta (maior exposicdo a fatores
estressantes). Honaramooz et al. (2000)
também ndo encontraram aumento na
secrecdo de LH em novilhas, do
primeiro ao nono més de idade apods a
administracdo do sulpiride. Por outro
lado, em ovinos machos, a
administracdo do sulpiride aumentou a
secrecao de LH durante periodos de dias
longos, mas ndo modificou a
concentracdo de LH durante periodos de
dias curtos (TORTONESE, 1999).

No presente estudo, nd houve
diferenca (P>0,05) entre 0s grupos aos
8, 12 e 16 meses de idade, em relacdo a
area total da concentracdo de LH e area
total dos picos de secrecdo de LH.
Apesar de ndo influenciar a secrecdo de
LH em novilhas, o sistema
dopaminérgico exerceu inibicdo, na
secrecdo de LH, em ovelhas
(TORTONESE, 1999). A inibicdo de
receptores  dopaminérgicos, pode
aumentar a resposta a prolactina e inibir
a secrecdo de LH (JONATHAN &
HNASKO, 2006). A maioria dos
trabalhos abordando 0 efeito
dopaminérgico, em  fémeas de
ruminantes, foi conduzido com ovelhas,
e os resultados variaram em funcéo da
estacdo do ano, dose administrada e fase
do ciclo estral (GALLEGOS-
SANCHES et al.,, 1998). Durante o
anestro sazonal de ovelhas, a
administragdo de um antagonista da
dopamina aumentou a frequéncia de
picos de LH (MISZTAL et al., 2004).
Porém, na presenca do estradiol
(implante), a frequéncia pulsatil de LH
aumentou, quando um antagonista da
dopamina foi administrado em ovelhas
ovariectomizadas (SANCHEZ et al.,
1998). Dessa forma, é possivel que o
aumento na frequéncia de picos possa
ter sido inibido pela administracdo do
sulpiride, bloqueando receptores
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dopaminérgicos aos 8 meses de idade.
Esperava-se que, em consequéncia do
aumento da idade, houvesse, no grupo
controle, aumento da frequéncia de
picos e da quantidade de secrecdo de
LH, durante o periodo pré-pubertal, o
que seria em relacdo aos achados da
literatura que obtiveram aumento na
frequéncia de picos com o decorrer da
idade (RODRIGUES et al., 2002).

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os
grupos, na area do maior pico e
amplitude méxima dos picos de LH, aos
8, 12 e 16 meses de idade (Tabela 1).
Chandolia et al. (1997) obtiveram
decreéscimos na amplitude dos pulsos de
LH, em bezerros da raga Hereford, com
vinte e quatro semanas de idade pos-
administragdo de um  antagonista
dopaminérgico. A auséncia de efeito da
dopamina em novilhas da raga Nelore
pode ter sido em decorréncia de uma
provavel presenca de uma
retroalimentacdo negativa exercida pelo
estradiol ovariano. Aos 16 meses de
idade, o grupo de novilhas que recebeu
0 sulpiride apresentou um menor
(P<0,05) tempo para que 0 maior pico
de LH fosse estimulado (P<0,05),
quando comparado aos 8 e 12 meses de
idade (Tabela 1). A diminuicdo do
tempo necessario para o aparecimento
do maior pico de secrecdo de LH pode
sugerir aumento da sensibilidade do
hipotdlamo ao efeito inibitério da
dopamina ou aumento na frequéncia de
pulsos de secrecdo, ndo constatada no
presente experimento (Tabela 1).

A interacdo com outros
neurotransmissores deve ser discutida e
estudada (CARDOSO & NOGUEIRA,
2007). A modulagdo da dopamina,
sobre a liberacdo de GnRH, ocorre pela
existéncia de sinapses entre neurdnios
produtores de dopamina e neurdnios
produtores de GnRH (KULJIS &
ADVIS, 1989). A ativagdo de
receptores alfa-adrenérgicos diminuiu a
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concentracdo de LH em novilhas da
raca Nelore com 15 meses de idade
(CARDOSO & NOGUEIRA, 2008).
Em ovelhas, a combinacdo de um
antagonista da dopamina com um
antagonista de opioides aumentou a
secrecdo de LH (HAYNES et al., 1989).
Porém, em ovinos, a dopamina inibiu a
secrecdo de opioides  enddgenos
(TORTONESE, 1999). A acdo inibitoria
dos opioides enddgenos ocorre através
do sistema dopaminérgico, em ratos
(SOAJE et al., 2006; YUAN et al.,
2002; DUFOURNY et al., 2005) e
ovinos (TORTONESE, 1999; JANSEN
et al., 2003). A dopamina pode ainda
inibir a secre¢do de LH diretamente na
hipéfise (KASTURI et al., 2009).
Segundo Honaramooz et al. (2000), os
experimentos conduzidos com novilhas
indicam que os opioides endogenos,
através de neur6nios dopaminérgicos,
atuam de forma indireta sobre os
neurdnios produtores de GnRH, e o
mesmo efeito foi observado em machos
(CHANDOLIA et al, 1997). O
bloqueio de receptores de dopamina
pode aumentar a secre¢do de f-
endorfina, 0 que suprime 0 eixo
hipotalamo-hipofise-gonodas. Essa
cascata de eventos pode ter suprimido a
secrecdo de LH, aos 8 meses de idade.
Com o avancar da idade, o efeito
inibitorio opioidérgico diminui,
tornando essa observacdo menos
evidente. A remocdo de fatores
inibitdrios, como 0S opioides
enddgenos, pode favorecer o efeito
estimulatério da dopamina, sobre os
neuronios  produtores de GnRH
(HONARAMOOZ et al., 2000).

O uso de um antagonista de receptor
(D,) dopaminérgico em novilhas da raca
Nelore ndo aumentou a secre¢do de LH
aos 8, 12 e 16 meses de idade.
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