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RESUMO

Com a finalidade de investigar o efeito da hipoglicemia cronica sobre a libera¢&o do
horménio luteinizante (LH), B-endorfina e cortisol, foram utilizadas seis ovelhas ovariectomizadas
hé aproximadamente um ano (65,743,6 kg), da raga Mule x Suffolk. Um dia antes do inicio do
experimento, os animais foram canulados na veia jugular para receberem infusdio e coleta de
sangue. No primeiro dia do experimento, os animais receberam infusfo de solugdo salina
fisiolégica (0,7 ml/min) durante 12 horas (6 h &s 18 h) e no segundo dia, os animais receberam
infusfo de insulina {2 mU/kg/min) durante o mesmo periodo (6 h as 18 h). As coletas de sangue
tiveram infcio quatro horas ap6s o inicio das infusdes (10 h), e aconteceram a intervalos de 15
minutos até o final do experimento. As andlises de B-endorfina, cortisol e LH foram realizadas
através de radioimunoensaio e as de glicose através do método enzimitico glicose/peroxidase.
Observou-se um efeito significativo (p<0,05) da infusdo de insulina sobre as concentra¢des
plasméticas de glicose e cortisol, nfio havendo, no entanto, efeito deste tratamento sobre os niveis
de f-endorfina ¢ LH. A frequéncia e amplitude média dos puisos de LH também nio foram
afetadas significativamente durante a infusfo de insulina. Assim, conclui-se que o eixo
hipotélamo-pituitaria-adrenal (HPA) mantém-se ativado durante a hipoglicemia crénica em
ovelhas ovariectomizadas, ¢ que o feedback negativo exercido pelos glicocorticéides sobre o

horménio adrenocorticotréfico (ACTH) parece estar incompleto.
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ABSTRACT

Aiming to investigate the effect of chronic hypoglycemia on the B-endorphin, LH and
cortisol release, six ovariectomized ewes (65.7£3.6 kg) Mule x Suffolk crosses were used in this
work. The day before each experiment, one jugular vein from each ewe was cannulated for blood
sampling and infusion. In the first day of the experiment the animals received saline infusion (0,7
ml/min) over 12 hours (6.00-18.00) and on the second day the animals received insulin infusion
(2mU/kg/min) over 12 hours (6.00-18.00). Blood collection have started four hour after the
beginning of the infusion period (10.00) until the end (18.00), at 15 min intervals. The B-
endorphin, LH and cortisol were analised through radioimmunoassay and glucose through
glucose/peroxidase method. There was a significant (p<0.05) effect of insulin infusion on glucose
and cortisol concentrations, although this treatment did not significantly alter the plasma B-
endorphin and LH. The mean LH pulse frequency and amplitude were not affected significantly
during insulin infusion. We can conclude that the hypothalamo-pituitary-adrenal axis is activated
during the chronic hypoglycemia in ovariectomized ewes and the negative feedback exerted by the
glucocorticoids on adrenocorticotrophic hormone (ACTH) seems to be incomplete.
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INTRODUCAO

O aumento dos niveis de corticosterona, ACTH e B-endorfina durante estresse agudo jé é
bem documentado (ENGLER et al., 1989; GUILLAUME et al., 1989; CARATY et al., 1990).
Contudo, poucas informagdes tém sido direcionadas para investigar as variagdes hormonais por
ocasido do estresse repetido ou persistente, Isto causa surpresa uma vez que a maioria dos fatores
estressantes que afetam a vida dos animais tem um componente crénico.

E muito bem conhecido que o estresse agudo produz uma répida ativagdo do eixo
hipotdlamo-pituitaria-hipéfise (HPA), resultando na secregio de glicocorticdides pelas adrenais.
Os glicocorticoides exercem vérias fungdes sobre as células do corpo e acredita-se que esses
efeitos sejam benéficos pelo fato de preparar o organismo para enfrentar as demandas do estresse
agudo (MUNCK et al, 1984). No entanto, as conseqiiéncias advindas da hipersecregdo em
resposta ao estresse cronico ainda ndo estdo bem esclarecidas.

BOBEK et al. (1986) observaram que, submetendo uma mesma ovelha a um segundo
perfodo de isolamento apés uma semana de intervalo, os niveis de cortisol e glicose foram menores
que os observados no primeiro isclamento, sugerindo adaptagdo do animal ao estresse emocional.
Estudos em ratos mostram que os niveis de corticosterona diminuiram quando os animais foram
expostos repetidamente ao estresse controle dos movimentos (DE SOUZA & VAN LOON, 1982;
PITMAN et al., 1988) e barulho (DE BOER et al., 1988). KANT et al. (1983) demonstraram em
diversos trabalhos a ocorréncia de adaptago e hiper sensibilidade durante perfodos de repetidos
estresses.

GONZALEZ-QUIJANO et al. (1991) observaram que a imobilizagio crénica em ratos
causou uma diminuigdo nas concentragdes plasmaéticas de LH e FSH, tanto em animais tratados
com solugo salina como com naltrexone. Também o estresse cronico induziu a uma diminuigio
significante no conteido hipotaldmico dos hormdnios liberadores das gonadotrofinas (GnRH).
Durante subnutri¢go cronica, os niveis circulantes de LH, horménio tireotréfico (TSH), horménio
de crescimento (GH) e prolactina (PRL), foram inibidos significativamente, sugerindo que
redugdes severas no consumo de alimento resultaram, primariamente, na redugdo do estimulo
hipotalamico do que na incapacidade da pituitdria em secretar horménios (CAMPBELL et al.,
1977).

O presente trabalho investiga o efeito do estresse cronico (prolongado e persistente) sobre
a regulagdo das secregdes de cortisol, B-endorfina e LH em ovelhas ovariectomizadas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas seis ovelhas adultas da raga Mule x Suffolk (65,743,6 kg),
ovariectomizadas hd, aproximadamente, um ano antes do inicio do experimento. Os animais
habitavam gaiolas individuais (4 m?), e eram submetidos a luz artificial (12 hLuz/12 hEscuro).
Feno e concentrado eram oferecidos uma vez ao dia, e a d4gua era disponivel “ad libidtum”. Um dia
antes do inicio do experimento, os animais foram canulados na veia jugular para coleta de sangue ¢
infusdo.

No primeiro dia do experimento, os animais receberam infuséo de solugio salina (0,7
ml/min) durante o periodo de 12 horas (6 h as 18 h) e no segundo dia, os animais receberam
infus#io de insulina (2 mU/kg/min) durante o0 mesmo periodo (6 h as 18 h). As coletas de sangue
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aconteceram quatro horas apds o inicio das infusGes (10 h) a intervalo de 15 min até o final do
experimento (18 h).

Os niveis de glicose, B-endorfina ¢ LH foram comparados entre tratamentos através das
medidas repetidas (WINER, 1971), usando MANOVA do SPSS (KINNEAR & GRAY, 1994). O
programa Pulsar (MERRIAN & WACHTER, 1982) foi usado para identificar a pulsatilidade do
LH (frequéncia dos pulsos’h e amplitude/ng/ml). Os pulsos, uma vez identificados, foram
submetidos & andlise de varidncia.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Observou-se um efeito significativo (p<0,05) do tratamento insulina sobre as
concentragdes plasmdticas de glicose (3,0740,2 vs 1,3040,3 mmol/l) (Fig.1) e cortisol (7,70+0,0
vs 45,32+4,4 nmolll) (Fig.2). A infusdo de insulina ndo alterou significativamente as
concentragSes plasméticas de B-endorfina (225+1,2 vs 273+5,5 pg/ml) (Fig.3) e LH (3,16+0,1 vs
2,7840,1 ng/ml) (Fig.4). Houve um efeito significativo (p<0,05) do tempo de coleta sobre os niveis
de glucose, B-endorfina e cortisol, mas n#o sobre os niveis de LH. A interagdo tempo vs
tratamento afetou significativamente (p<0,05) as concentragdes de glicose, mas n#io as de B-
endorfina, cortisol e LH.
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Figural. Concentragfio plasmatica de glicose durante infusfo de solu¢o salina e insulina durante 12
horas em ovelhas ovariectomizadas, A coleta de sangue teve inicio quatro horas apés o inicio da infusgo.

A frequéncia média (7,2540,9 vs 7,3310,9 /8hs) e a amplitude média (1,8740,3 vs
1,15+0,2 ng/ml) dos pulsos de LH n3o foram alteradas significativamente pela infusdo de insulina.

A concentragdo plasmética de B-endorfina permaneceu nos niveis basais quatro horas apds
o inicio da infusdo de insulina até o final da mesma. Este resultado tem o suporte de
PRZEWLOCKI et al. (1987) que encontraram niveis de B-endorfina baixos similares aos do grupo
controle por ocasido do estresse cronico causado por choque nas patas em ratos. Esses mesmos
autores observaram que o estresse cronico resultou em um aumento no conteido de B-endorfina
nos [6bulos da pituitdria, mas néio houve alteragio dos niveis plasméticos deste endégeno opidide.
No entanto, COPPINGER et al. (1991) demonstraram que o eixo pituitdria-adrenal em cordeiros
continua a ser ativado (ACTH), mesmo com trés periodos consecutivos de 6 horas de isolamento e
restricdo dos movimentos.
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Figura2. Concentracdo plasmatica de cortisol durante infusdo de solugdo salina ¢ insulina durante 12
horas em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas ap6s o inicio da infusdo.

O presente trabatho observou que a concentragdo plasmatica de cortisol mostrou uma
elevagdo durante o prolongado estimulo da hipoglicemia. Trabalhos realizados com ratos tém
demonstrado que a resposta das adrenocorticais a exposigdes repetidas do estresse choque elétrico
(FORTIER et al 1970; DALLMAN et al. 1972) ou imobilizagdo (DE SOUZA & VAN LOON,
1982) ndo foi reduzida pelos aumentos prévios de corticosterdides produzidos pelos estresses
anteriores. Também DANTZER et al. (1983) observaram que animais previamente estressados,
submetidos a um novo estresse, apresentam um aumento maior de corticosteréides do que os ndo
estressados.
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Figura 3. Concentragio plasmatica de B-endorfina durante infusdo de solugio salina ¢ insulina durante 12
horas em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas apés o inicio da infuséo.
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Figura 4. Concentrag8o plasmética de LH durante infus#o de solug#o salina e insulina durante 12 horas
em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas apés o inicio da infusgo.

Embora as concentragdes de LH durante infusfio de insulina tenham diminuido neste
experimento, a variagdo observada nfio foi significativa. Possivelmente, isto possa ser explicado
pelo fato de que durante a infuséo de salina, os niveis de LH ndo tenham sido elevados como se
esperava. E possivel que a falta de esteréides gonadais por um longo periodo tenha alterado o
conteudo de GnRH. Uma marcante diminuigéo do contetido hipotaldmico de GnRH foi observada
em animais castrados por ROOT et al. (1975); SHIN & HOWITT (1976); RUDENSTEIN et al
(1979) e CAMPBELL & RAMALEY (1978), sugerindo aumento na secregiio de GnRH dentro da
circulagéo hipotdlamo-hipéfise.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, durante a hipoglicemia
cronica em ovelhas ovariectomizadas, o eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) é mantido
ativado, e que o feedback negativo exercido pelos glicocortic6ides sobre o ACTH parece estar
incompleto. Isto leva-nos a sugerir que esta ativag@o do eixo HPA possa alterar o metabolismo de
varias fungdes do organismo, uma vez que em condigdes normais, as concentragdes de cortisol
devem manter-se em niveis basais.
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Figura2. Concentragdo plasmatica de cortisol durante infusdo de solugdo salina ¢ insulina durante 12
horas em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas apds o inicio da infusdo.

O presente trabalho observou que a concentragdo plasmatica de cortisol mostrou uma
elevagdo durante o prolongado estimulo da hipoglicemia. Trabalhos realizados com ratos tém
demonstrado que a resposta das adrenocorticais a exposigdes repetidas do estresse choque elétrico
(FORTIER et al 1970; DALLMAN et al. 1972) ou imobilizagdo (DE SOUZA & VAN LOON,
1982) ndo foi reduzida pelos aumentos prévios de corticosterdides produzidos pelos estresses
anteriores. Também DANTZER et al. (1983) observaram que animais previamente estressados,
submetidos a um novo estresse, apresentam um aumento maior de corticosteréides do que os ndo
estressados.
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Figura 3. Concentragdo plasmética de B-endorfina durante infusdo de solugdo salina ¢ insulina durante 12
horas em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas apds o inicio da infuséo.
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Figura 4. Concentragio plasmaética de LH durante infusio de solugfio salina e insulina durante 12 horas
em ovelhas ovariectomizadas. A coleta de sangue teve inicio quatro horas apés o inicio da infusio.

Embora as concentragdes de LH durante infusdio de insulina tenham diminuido neste
experimento, a variagdo observada nflo foi significativa. Possivelmente, isto possa ser explicado
pelo fato de que durante a infuséio de salina, os niveis de LH n#o tenham sido elevados como se
esperava. E possivel que a falta de esteréides gonadais por um longo periodo tenha alterado o
contetdo de GnRH. Uma marcante diminui¢do do contetido hipotaldmico de GnRH foi observada
em animais castrados por ROOT et al. (1975); SHIN & HOWITT (1976); RUDENSTEIN et al
(1979) e CAMPBELL & RAMALEY (1978), sugerindo aumento na secrecfio de GnRH dentro da
circulag@o hipotdlamo-hipdfise.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, durante a hipoglicemia
cronica em ovelhas ovariectomizadas, o eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) é mantido
ativado, e que o feedback negativo exercido pelos glicocorticéides sobre o ACTH parece estar
incompleto. Isto leva-nos a sugerir que esta ativagfo do eixo HPA possa alterar o metabolismo de
vérias fungdes do organismo, uma vez que em condigdes normais, as concentragdes de cortisol
devem manter-se em niveis basais.
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