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RESUMO: Estudou-se a estacionalidade reprodutiva de machos ovinos no Estado de Sdo Paulo para estabelecer os ritmos
enddcrinos circadianos e circanuais, de cinco carneiros Ideal-Polwarth. O sangue foi colhido por venopun¢io jugular, em
um periodo de 24 horas, sendo as colheitas realizadas de duas em duas horas, a cada dois meses (seis momentos de colheita
em um ano), para a obtencdo do plasma e avaliagdo dos niveis de testosterona ¢ androstenediona por radioimunoensaio. As
concentragdes plasmaticas de androstenediona e testosterona ndo permitiram a defini¢do de um ritmo circadiano em suas
respectivas secregdes, porém, demonstraram ritmos circanuais, com niveis mais baixos de junho a outubro e mais elevados
de dezembro a abril.
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CIRCADIAN AND CIRCANNUAL RHYTHMS DETERMINATION IN TESTOSTERONE AND
ANDROSTENEDIONE PLASMA CONCENTRATIONS IN OVINE MALES

SOUZA?, M.LL.; URIBE-VELASQUEZ?, L.F.; BICUDO* S.D.; RAMOS’, A.A. Circadian and circannual rhythms
determination in testosterone and androstenedione plasma concentrations in ovine males. Arg. Ciénc. Vet. Zool. Unipar,
Umuarama, v. 9, n. 2, p. 123-127, 2006

ABSTRACT: The reproductive seasonality of ovine males in Sao Paulo State was studied to establish the circadian and
circannual endocrine rhythms of 5 Ideal-Polwarth rams. Blood was collected by puncturing the jugular vein for 24 hours
with 2-hour intervals every 2 months (6 collections throughout the year) in order to obtain plasma and evaluate testosterone
and the androstenedione levels by radioimmunoassay. The Testosterone and androstenedione plasma concentrations did not
demonstrate a circadian rhythm in their respective secretions; however, they showed lower levels of circannual rhythms from
June to October and higher from December to April.
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DETERMINACION DE LOS RITMOS CIRCADIANOS Y CIRCANUALES EN LAS CONCENTRACIONES
PLASMATICAS DE TESTOSTERONA Y ANDROSTENEDIONA EN MACHOS OVINOS

SOUZA?, M.IL.; URIBE-VELASQUEZ?, L.F.; BICUDO*, S.D.; RAMOS?®, A.A. Determinacion de los ritmos circadianos y
circanuales en las concentraciones plasmaticas de testosterona y androstenediona en machos ovinos. Arg. Ciénc. Vet. Zool.
Unipar, Umuarama, v. 9,n. 2, p. 123-127, 2006

RESUMEN: Se estudid la estacionalidad reproductiva en machos ovinos en el Estado de Sdo Paulo para determinar los ritmos
endocrinos circadianos y circanuales, de cinco moruecos Ideal-Polwarth. La sangre se recogio por venopuncion yugular, en
un periodo de 24 horas, con las colectas de dos en dos horas, a cada dos meses (seis colectas en un afio), para la obtencidon
del plasma y evaluacion de los niveles de la testosterona y androstenediona por el radioimunoensayo. Las concentraciones de
la testosterona y androstenediona no permitieron la definicion de un ritmo circadiano en sus secreciones, pero demostraron
ritmos circanuales, con niveles mas bajos de junio hasta octubre y mas elevados de diciembre hasta abril.
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Introducio

Os modelos secretorios de testosterona e
androstenediona em carneiros diferem durante as esta¢des
reprodutiva e ndo-reprodutiva, ¢ a atividade de monta esta
associada com freqiiéncia aumentada dos picos destes
hormoénios (STELMASIAK, 1979), cuja liberagdo varia em
fun¢do do momento do dia. As concentra¢cdes médias de
androstenediona (156+£37 pg/mL) ndo seguiram o mesmo
modelo de secregdo da testosterona (8020+1232 pg/mL), em
carneiros Merino, e essas diferengas podem, para Wong et al.
(1977), relacionar-se as variagdes nos compostos secretados
pelostesticulos e nometabolismo periférico. As concentragdes
hormonais de testosterona em carneiros Suffolk, mantidos
em condigdes naturais de fotoperiodo, avaliados durante um
ano por Schanbacher e Lunstra (1976) atingiram o maximo
durante o pico da estag¢do reprodutiva (inverno). Resultados
hormonais semelhantes foram alcancados por Udala (1992),
com carneiros Polish, e por Borque e Sagiiés (1993),
com carneiros Manchega. Ja& Wilson e Lapwood (1978),
em carneiros Romney Marsh, observaram secre¢do de
testosterona significativamente mais baixa no inverno que no
verdo, assim como Taha et al. (2000) no Egito, embora suas
secregdes pulsateis persistissem durante ambas as estagdes,
sem evidenciar um ritmo circadiano.

A magnitude das modificagdes na duragdo do
dia pode interagir com a raga para determinar a duracdo
maxima do pico estacional de hormoénios em carneiros.
No experimento de D’Occhio e Brooks (1983a), carneiros
Border Leicester, Romney e Suffolk mantidos em latitude
de 35°S mostraram picos estacionais distintos nos niveis
circulantes de testosterona, durante o final do verdo e outono,
enquanto os animais Poll Dorset tiveram elevados niveis de
testosterona por um extenso periodo, desde o final do inverno
até o outono. Nos Estados Unidos, machos Finn e Dorset,
estudados por El-Alany et al. (2001) apresentaram resposta
dilatada ao fotoperiodo natural, com o aumento na secre¢do de
testosterona ocorrendo cerca de dois meses apos o solsticio de
inverno. Pérez et al. (1997), no Uruguai, avaliando carneiros
Corriedale verificaram uma concentragdo de testosterona
mais alta durante o outono. Durante o verdo, no experimento
de D’Occhio ¢ Brooks (1983b), carneiros Merino em
latitude 35°S apresentaram picos de testosterona ao acaso,
com diferen¢as muito grandes entre animais, com relagio ao
numero de picos em 24 horas (1 a 7), sem evidéncias de um
ritmo circadiano na secreg¢@o deste hormonio. No periodo de
inverno e primavera, os niveis médios de testosterona em
24 horas foram mais baixos que os de verdo, com menos
picos durante as 24 horas ¢ diminui¢des na testosterona basal
e na amplitude de pico. Diferentemente, Bremner ¢ Kretser
(1984) verificaram que carneiros Merino e Romney exibiram
concentragdes plasmaticas mais baixas de testosterona desde
o final do inverno até a primavera, aumentando a partir
do verdo. As diferengas entre ragas podem ser explicadas,
de acordo com Lincoln et al. (1990), pelas variagdes nos
mecanismos neuroenddcrinos centrais transmitindo os
efeitos da durag@o do fotoperiodo e controlando a secrecéo
de gonadotrofinas da hipdfise. Contrariamente, Roselli
et al. (2002) afirmaram que variagdes nas concentra¢des
de testosterona podem aparecer como resultado de uma
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diferenga na receptividade funcional do testiculo ao LH,
mais do que na sensibilidade do eixo hipotalamo-hipofise ou
no metabolismo periférico e clearance de testosterona.

Os niveis plasmaticos de testosterona obtidos de
carneiros Corriedale jovens, ao longo do ano, em latitude
32°S foram mais altos no outono (maio) diminuiram,
significativamente no inverno e mantiveram-se baixos durante
a primavera e o verdo, sendo, significativamente afetados
pelo més, mas ndo pelo animal (Gastel et al., 1995). Em
animais Corriedale e Merino mantidos em clima subtropical
e analisados por um ano, no qual a duragéo do dia oscilou em
4h50min., no experimento de Pérez-Clariget et al. (1998), as
concentragdes minimas de testosterona ocorreram, em ambas
as ragas, no final do outono, e as maximas na metade do verdo
e inicio do outono. Os autores sugerem que a hipdfise possa
ter sensibilidade variavel aos efeitos de retroalimentagdo da
testosterona nos diferentes estagios do ciclo reprodutivo.

Na latitude 36°43’N, Khammar et al. (1996)
constataram que a taxa de produ¢do de testosterona pelos
testiculos ovinos exibiu marcante variagdo anual, sendo
minima no outono € no inicio do inverno, aumentando
posteriormente, atingindo o maximo ao inicio do verdo.
Contrariamente a maioria dos resultados, Bielli et al. (1996),
em latitude 32°SL, ndo encontraram diferengas significativas
do més sobre a concentragdo de testosterona plasmatica
em animais Corriedale. Na latitude 22°53’S, com carneiros
Ideal, Bicudo (1999) verificou concentra¢des plasmaticas
de testosterona mais baixas nos meses de maio, agosto e
setembro. Ao avaliar as esta¢des separadamente, o autor
observou niveis mais baixos deste horménio no inverno.
Na regido de Botucatu - SP (22°53" lat S e 46°29" long W),
a diferenga entre o dia mais longo (21/dezembro - 13,29
h Iuz) e o dia mais curto (21/junho - 10,40 h luz), embora
aparentemente pequena, pode ser suficiente para imprimir a
estacionalidade reprodutiva em fémeas e machos das diversas
racas de ovinos. Modificagdes estacionais na atividade
reprodutiva sdo menos marcantes quando aproximam-se
de zonas equatoriais porque, nestas areas, as flutuagdes do
fotoperiodo ocorrem entre limites mais estreitos. Desta forma,
este experimento objetivou determinar, ao longo de um ano,
a ocorréncia de ritmos circadianos (24 horas) e circanuais
(12 meses) nas concentragdes plasmaticas de testosterona e
androstenediona, em carneiros Ideal-Polwarth.

Material e métodos

Utilizaram-se cinco carneiros da rag¢a Ideal-
Polwarth, com idades entre 4 ¢ 5 anos, alocados na Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP/Botucatu,
previamente submetidos a exame clinico geral e especifico
e, comprovadamente higidos, sob o ponto de vista sanitario
e reprodutivo. Os animais foram mantidos em regime de
semi-confinamento, sob luminosidade natural, na latitude
de 22°53’S e longitude 46°29°W, com manejo alimentar em
pastagem natural complementada pela administragdo de 0,5
kg/cabega/dia de ragdo concentrada (14% de proteina bruta),
e disponibilidade ad libitum de mistura mineral e agua. A
alimentag@o foi mantida constante ao longo de todo o periodo
experimental, tanto em volumoso, quanto em concentrado.
O manejo sanitario e a avaliagdo clinica dos animais foram
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constantemente monitorados. O experimento realizou-se
de junho a maio, em condi¢des naturais de temperatura,
precipitagdo pluviométrica, umidade relativa e radiagdo
solar.

Com a finalidade de estabelecer os ritmos hormonais
enddgenos destes animais, em condi¢cdes ambientes de
fotoperiodo e temperatura, em 12 meses de experimento
(ritmo circanual), a cada dois meses (correspondendo,
seqiiencialmente, aos meses de junho, agosto, outubro,
dezembro, fevereiro e abril) realizaram-se colheitas de
sangue seriadas durante 24 horas, em intervalos de duas horas
(ritmo circadiano), visando a avaliacdo das concentra¢des
de testosterona e androstenediona. As colheitas de sangue
foram procedidas por venopuncdo jugular em tubos de
ensaio heparinizados®, em intervalos de duas horas, durante
o periodo de 24 horas (das 08h30min. de um dia até as
06h30min. do dia seguinte). O sangue foi centrifugado a 2100
g por 15 minutos para obtengdo de plasma, o qual separou-
se em aliquotas e armazenou-se a -20°C até o momento das
dosagens hormonais.

As dosagens hormonais realizaram-se pelo método
de radioimunoensaio (RIA) usando-se kits comerciais para
testosterona total” e androstenediona direta®, armazenados
até o momento do uso entre 2 ¢ 8°C, com o auxilio do
Laboratério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina -
UNESP/Botucatu, utilizando-se 10% de amostras de plasma
em duplicata para a verificagdo do coeficiente de variagdo
intraensaio e trés repetigdes de uma amostra controle (pool
de plasma) em duplicata, para determinagdo do coeficiente
de variagdo interensaio. Na quantificagdo da androstenediona
utilizou-se o dobro do volume recomendado pelo fabricante
do kit comercial, e as concentragdes obtidas foram divididas
a metade, na tentativa de aumentar-se as chances de detec¢éo
hormonal no ensaio. A precisdo intra-ensaio foi determinada
por calculo probabilistico obtendo-se: indice de reatividade
(IR) de 39,50 ¢ 55,55; erro intra-ensaio (EIE) de 4,10 e
0,0785; dose minima detectavel (DMD) de 1,47 ¢ 2,03, ¢
coeficiente de correlagdo (r) de 0,9961854 ¢ 0,9968621,
respectivamente para testosterona ¢ para androstenediona.

Na analise estatistica (ANOVA), os dados foram
estudados, inicialmente, de acordo com as colheitas bimestrais
(junho/95 a maio/96) e também agrupados em duas épocas
do ano, compreendendo 6 meses cada uma (Epoca I - de
margo a agosto, envolvendo outono e inverno; Epoca II - de
setembro a fevereiro, com primavera e verdo). Estas duas
épocas do ano sdo representativas das estagdes existentes no
clima da regido de Botucatu/SP. Para a analise da variancia
dos resultados hormonais, estes dados foram ajustados para
os animais, momentos (24 h) e meses e/ou épocas de colheita
de sangue. As diferencas entre médias submeteram-se ao
teste de Tukey a 1 ou 5% de probabilidade. As somas de
quadrados médios para a causa de més e de momentos sobre
as dosagens hormonais foram decompostas em polindmios
ortogonais, com o objetivo de avaliar o efeito de seus graus
e, assim, tragar os ritmos circadiano e/ou circanual ou o
comportamento das variaveis estudadas ao longo do tempo
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(Harvey, 1990; SAS, 1996).
Resultados e discussio

Nao houve variagdo entre os 12 momentos de
colheita nas 24 horas (intervalos de duas horas) quanto
aos hormonios estudados (p>0,05; Figura 1), ndo sendo
evidenciado, portanto, um ritmo circadiano de secre¢do e
libera¢do, como observado também por Wilson e Lapwood
(1978), D’Occhio e Brooks (1983a,b) e Bielli et al. (1996),
que ndo encontraram tal ritmo. Ortavant et al. (1982)
afirmaram que a liberagdo dos andrégenos varia em fungéo
do momento do dia, com uma fase noturna de alta atividade
e outra, logo apds a aurora, de baixa atividade. Segundo
Stelmasiak (1979) e Darbeida e Brudieux (1980), a secre¢do
ocorre em pulsos.

A testosterona também ndo variou entre os animais
(p>0,05), ao contrario da androstenediona, que apresentou
variagdo altamente significativa entre eles (p<0,01).
D’Occhio e Brooks (1983b) constataram existir influéncia
individual entre os animais estudados, ao contrario de
Gastel et al. (1995), que ndo verificaram influéncia do
animal sobre os niveis de testosterona. As concentra¢des
de esterdides e outros hormoénios por volume de sangue
sdo conforme McDonald e Pineda (1989), altamente
variaveis entre individuos e momentos, na dependéncia
de varios fatores como a taxa de secrecdo, a liberagdo, o
clearance metabdlico, a idade, a freqiiéncia e as condi¢des
da amostragem e do ensaio. Por outro lado, para Roselli et
al. (2002), as variagdes na testosterona podem resultar mais
de diferengas na receptividade funcional do testiculo ao LH
do que na sensibilidade do eixo hipotalamo-hipofise ou no
metabolismo periférico e clearance deste hormdnio.
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Figura1- Concentracdes médias (ng/dL) de

testosterona e androstenediona (ng/mL)
em carneiros Ideal-Polwarth (n=5), em
Botucatu/SP, durante 24 horas, com
colheitas (n=12) a cada duas horas.
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Com relag@o as colheitas em todos os meses do ano,
o nivel médio (+DP) de testosterona foi de 287,54+254,08
ng/dL (Figura 2), enquanto o de androstenediona foi de
0,16+0,16 ng/mL (Figura 2), ambos apresentaram um ritmo
circanual, ndo tdo marcante quanto o obtido por Lincoln
(1976), mas com ampla variagdo entre os meses (p<0,01
para testosterona e p<0,05 para androstenediona), sendo
os niveis mais baixos obtidos de junho a outubro (inverno
e primavera; respectivamente: junho 206,53; agosto 199,95
e outubro 253,01 ng/dL para testosterona) e, os mais altos,
de dezembro a abril (verdo ¢ outono; respectivamente:
dezembro 376,12; fevereiro 290,32 e abril 399,30 ng/dL
para testosterona). A testosterona apresentou-se na forma de
picos, como ja haviam referido Stelmasiak (1979), Ortavant
et al. (1982), D’Occhio ¢ Brooks (1983b) e Egbunike
(1996), resultando em comportamentos quadratico, ctibico
e quartico, ndo permitindo a utilizacdo de uma equacdo
para explica-los (Figura 2). Estes resultados assemelham-se
aqueles descritos por Lincoln et al. (1990), Khammar et al.
(1996), Pérez-Clariget et al. (1998), Taha et al. (2000), os
quais também verificaram uma menor quantidade de picos
nas 24 horas com uma menor amplitude destes picos e
concentragdes basais mais baixas de testosterona no inverno
e na primavera, aumentando no outono, contrariando outros
(SCHANBACHER e LUNSTRA, 1976; UDALA, 1992),
que obtiveram maiores concentragdes no inverno. Ja Gastel
et al. (1995) encontraram niveis bastante variaveis ao longo
do ano, com valores maiores no outono, que diminuiam no
inverno e alcangavam o minimo na primavera € no verao,
enquanto El-Alamy et al. (2001) evidenciaram aumentos na
testosterona cerca de dois meses apds o solsticio de inverno.
Bicudo (1999) verificou menores niveis de testosterona
e androstenediona no inverno. Outros autores citam que a
testosterona eleva-se na transi¢@o para a estagio reprodutiva
(BORQUE; SAGUES, 1993; EL-ALAMY et al., 2001), dos
quais aproximam-se os resultados visualizados na Figura
2, em que os niveis de testosterona ¢ androstenediona
aumentaram a partir de setembro/outubro, até atingirem picos
em dezembro e abril. A testosterona e a androstenediona
manifestaram-se como variaveis dependentes em uma
correlagdo positiva e significativa, o que pode ser
comprovado pelo paralelismo dos resultados encontrados
ao longo dos meses. Essa dependéncia justifica-se pelo fato
da formagdo conjunta destes dois esteroides gonadais nas
células de Leydig dos testiculos (MCDONALD; PINEDA,
1989), demonstrando a conversdo de androstenediona em
testosterona (STABENFELDT; EDQVIST, 1996). Wong et
al. (1977) colocam que a androstenediona ¢ a testosterona
sdo diferentes no modelo de secregdo por variagdes nos
compostos secretados pelos testiculos ¢ no metabolismo
proteico.

A androstenediona demonstrou uma variacdo em
fun¢do do més, tendo o més de dezembro apresentado o pico
maximo (0,21 ng/mL), apesar dos baixos valores obtidos,
curva visualizada na Figura 2, revelando ter comportamento
quadratico, onde os menores niveis foram observados em
junho, agosto e outubro (0,14 ng/mL). Os baixos valores
obtidos na quantificacdo da androstenediona, ainda que
fisiologicamente paralelos aos de testosterona, e mesmo com
a duplicagdo do volume utilizado de cada amostra testada
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podem indicar baixa sensibilidade do kit hormonal utilizado,
levando a consideragdo da necessidade de desenvolvimento
de novos estudos, talvez com o uso de métodos de extragdo
para a determinag¢@o de seus niveis plasmaticos. Este mesmo
problema ja havia sido evidenciado no experimento de
Bicudo (1999).

500+ - 025
3
~ . T02 E
& / =
g A \.—;f". 1015 2
E 300 4 7 5
P g
E T 0,05 é
1 : ' ) : 0 —+— Testosterona
Jun  Ago Out Dez Fev Abr B Ao fensdigim
Meses de colheita
Figura 2 - Concentracoes médias (ng/dL) de

testosterona e androstenediona (ng/mL)
em carneiros Ideal-Polwarth (n=5), em
Botucatu/SP, ao longo de 12 meses, com
colheitas (n=6) a cada 2 meses.

Um fator relevante ao avaliar-se a influéncia
estacional na endocrinologia reprodutiva é a raga, como ja
afirmaram Darbeida ¢ Brudieux (1980), D’Occhio ¢ Brooks
(1983a) e Lincoln et al. (1990), a qual pode determinar
uma maior ou menor resposta de secre¢do e liberagdo de
androgenos nas diferentes estagdes do ano. Conforme Lincoln
etal. (1990), as diferengas entre racas sdo devidas as variagdes
nos mecanismos neuroenddcrinos centrais, transmitindo os
efeitos da durag@o do fotoperiodo e controlando a secregdo
de gonadotrofinas da hipofise, além de uma diferenga na
receptividade funcional do testiculo ao LH para secretar os
seus androgenos (ROSELLI et al., 2002).

O nivel de produgdo de andrégenos foi mantido
ao longo de todo o ano, mesmo que com concentragdes
mais baixas em determinados periodos, exatamente como
afirmaram Bremner e Kretser (1984) e Gastel et al. (1995).
A hipdfise pode ter sensibilidade variavel aos efeitos de
retroalimentagdo da testosterona nos diferentes estagios
do ciclo reprodutivo (LINCOLN et al., 1990; PEREZ-
CLARIGET et al., 1998; ROSELLI et al., 2002).

A durag@o total da luminosidade diaria, por si s, ndo
representa, conforme informagdes de El-Alamy et al. (2001),
o fator determinante no controle das fung¢des reprodutivas
dos carneiros, visto que 0s mesmos apresentam um ritmo
endogeno de sensibilidade a luz, estreitamente ligado as
exposigdes prévias dos animais a um certo fotoperiodo.

Conclusoes

As concentragdes hormonais mantiveram-se
constantes ao longo de todo o ano, indicando que a pequena
alteragdo da luminosidade diaria, na latitude da regido de
Botucatu/SP, ndo determina efeito supressivo sobre o ritmo
anual de atividade do eixo hipotalamo-hipofise-testiculos.

Os carneiros parecem ter desenvolvido um ritmo
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enddgeno em suas concentragdes hormonais mantendo-se
nos mesmos limites ao longo de todo o ano, o qual permitiu
a continuidade de suas caracteristicas reprodutivas, devido
a aparente constancia na quantidade de luminosidade diaria
existente nas condi¢des do experimento.
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