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Introdução

A idade, a puberdade, raça e composição genética 
são características importantes que influenciam um 
sistema de produção1. Sabe-se que o iníicio da puber-
dade está fisiologicamente ligado à nutrição e à condi-
ção corporal, embora se desconheça a maneira exata 
como essa ligação ocorre2. O hormônio do crescimen-
to (GH), por ser um hormônio metabólico e ter pa-
pel fundamental nas diferentes fases de crescimento3, 
provavelmente possa estar envolvido. 

Em novilhas imunizadas para hormônio liberador 
do hormônio do crescimento (GHRH), foi observa-

da uma redução na concentração de GH e atraso na 
puberdade4. Mudanças na concentração e amplitude 
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar a variação na secreção de GH em resposta ao tratamento com clonidina, agonista 
alfa-2 adrenérgico, no período pré-púbere de novilhas da raça Nelore, e desta forma obter informações neuroendócrinas 
envolvidas no processo de maturação sexual destes animais. A administração de clonidina (10 µg/kg, I.V., amostras 
15 min por 4 h) foi feita nas novilhas aos oito (n = 4), 12 (n = 5) e 15 meses de idade (n = 4). A concentração de GH 
foi quantificada por radioimunoensaio (sensibilidade = 0,25 ng/mL, CV = 16%). Aos oito meses, a administração do 
estimulador alfa-2 adrenérgico aumentou a concentração de GH, área total de picos, área total de secreção de GH 
e amplitude do maior pico e reduziu o tempo para aparecimento de pico (P < 0,05). A administração de clonidina 
aumentou a concentração de GH aos 15 meses, e aos 12 meses, em intervalos restritos (P < 0,05). O uso da clonidina 
estimulou a secreção de GH em novilhas Nelore pré-púberes. Este efeito foi mais evidente nas novilhas aos oito meses, 
comparado aos 12 e 15 meses de idade.
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Abstract

This study investigated GH secretion after clonidine (alpha-2 adrenergic agonist) treatment in pre-pubertal Nelore 
heifers. Clonidine (10 mg/kg, IV, 15 min samples for 4 h) was administrated in the same Nelore heifers at eight (n = 
4), 12 (n = 5) and 15 (n = 4) months of age. The GH concentration was measured by radioimmunoassay (sensivity = 
0.25 ng/mL, CV = 16%). At eight months, clonidine increased GH average concentration, total area of peaks, the total 
area of GH secretion and increased peak amplitude and reduced time to onset of peak (P < 0.05). At 15 months, the 
administration of clonidine increased the GH average concentration and at 12 months the increased occurred only in 
restricted intervals (P < 0.05). Clonidine injection stimulated GH secretion in prepubertal heifers and this effect was 
more evident in Nelore heifers at eight months compared to 12 and 15 months of age.
Keywords: Nelore. Prepubertal. GH. Clonidine.
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de pulsos de GH foram observadas no período pré-
-púbere de novilhas5, búfalas6 e ratas7, sugerindo que 
este hormônio tenha um papel no desenvolvimento 
pubertal nestes animais.  

Durante a maturação sexual na novilha, ocorrem 
alterações nas respostas a neurotransmissores excita-
tórios e inibitórios, relacionadas com a idade e com 
a disponibilidade de energia no meio interno8. Entre 
os sistemas neuroendócrinos que envolvem a ação de 
neurotransmissores sobre a secreção de GH, a partici-
pação do sistema adrenérgico controlando a secreção 
deste hormônio tem sido relatada em bovinos9,10,11. Há 
evidências, que a indução alfa-2-adrenérgica regule a 
secreção de GH por um mecanismo duplo, envolvendo 
inibição de neurônios de somatostatina no núcleo pe-
riventricular (PeVn) e estímulo direto na liberação de 
GHRH de terminais axônicos na eminência média12.

Para testar em novilhas da raça Nelore, a hipótese 
de que a secreção de GH é estimulada pelo sistema 
alfa-2-adrenérgico, verificou-se a secreção de GH em 
resposta a administração de clonidina (agonista alfa-2-
-adrenérgico) no período pré-púbere desses animais.

Material e Método

Foram utilizadas dez novilhas da raça Nelore, 
oriundas de um rebanho comercial. Aos seis meses, 
pós-desmame, estas foram levadas para o Campus da 
faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 
Estadual Paulista, localizado na cidade de Araçatuba, 
SP. As novilhas foram mantidas em piquetes de capim 
Tanzânia, recebendo suplementação com bagaço de 
cana hidrolisado, ração concentrada (milho, soja e 
núcleo) e tendo livre acesso a sal mineral e água.

A clonidina (Sigma-Aldrich CO., St. Louis, MO, 
US, C7897) – um agonista específico de receptor 
-2-adrenérgico – foi utilizada na dose de 10 µg/kg, 
por via intravenosa. A coleta de sangue foi realizada 
por um período de 4 h pós-tratamento e uma hora 
antes deste, em intervalos de 15 min9, aos oito, 12 e 
15 meses de idade.

No dia anterior à administração da clonidina, a ju-
gular das novilhas foi canulada, para permitir a coleta 
seriada de amostras de sangue. No dia da coleta, todas 
as fêmeas canuladas foram conduzidas a um curral de 
manejo, contidas por um cabresto, sendo fornecido 
alimento volumoso e água ad libitum.

 O sangue coletado foi depositado em tubos de vi-
dro (10 mL) contendo 200 µl de EDTA a 10%. Os tu-
bos foram então transportados em caixas de isopor 
refrigeradas até o laboratório, centrifugados a 3000 x 
g por 15 minutos, a 4 ºC. Posteriormente, o plasma 
de cada amostra foi transferido, com auxílio de pipe-
tas Pasteur descartáveis, para os respectivos microtu-
bos graduados (Scientific Specialties Inc) de 2 mL de 
capacidade. Os microtubos contendo plasma foram 
acondicionados a -20 ºC até a realização do radioimu-
noensaio (RIA), para a dosagem de GH.

As novilhas (n = 10) foram distribuídas em dois 
grupos com cinco animais cada: Grupo Controle - 
novilhas que receberam solução salina 0,9% e Grupo 
Clonidina - novilhas que receberam 10 µg/kg de clo-
nidina. Alguns grupos ficaram com número menor de 
animais devido a problemas com obstrução da cânula: 
oito meses – grupo clonidina (n = 4), grupo controle 
(n = 4); 12 meses – grupo clonidina (n = 4), grupo 
solução salina (n = 5), 15 meses – grupo clonidina (n 
= 5), grupo solução salina (n = 4).

O RIA para GH bovino foi realizado de acordo com 
o protocolo e reagentes fornecidos pelo Dr. A. F. Par-
low (National Hormone & Peptide Program. National 
Institute of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases. 
Harbor – University of California Los Angeles, CA, 
Torrance, USA). O coeficiente de variação intraensaio 
e interensaio e a sensibilidade dos ensaios ficou em 
15%, 17% (15 ng/mL) e 0,25 ng/mL, respectivamente. 
A porcentagem de ligação variou de 25 a 30%.

Para identificação dos picos, área de secreção de 
GH, frequência e amplitude dos picos de secreção de 
GH foi utilizado o programa GrafPad Prism versão 
3.00 for Windows. A concentração média de GH pós-
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-tratamento (ng/mL) foi a média dos valores do perí-
odo pós-infusão. Os picos foram identificados como 
aumento maior que duas vezes o coeficiente de varia-
ção intraensaio envolvendo pelo menos três pontos 
consecutivos das dosagens. O programa calculou a 
área sob a curva e área sob os picos utilizando a re-
gra trapezoidal, cuja unidade resultante é o produto 
da multiplicação da concentração com o tempo, em 
minuto ng/mL(min). O tempo necessário para o apa-
recimento do maior pico foi determinado em função 
do momento (minutos) em que surgiu o maior pico.

Os resultados foram submetidos à análise de vari-
ância com medidas repetidas empregando-se o proc 
GLM do programa SAS (System for Windows – SAS 
Institute Inc., Cary, NC, EUA, 1999-2000). As médias 
foram comparadas pelo teste de Duncan, no nível de 
significância de 5%.

Resultados e Discussão

A concentração média de GH pós-infusão de clo-
nidina aos oito meses de idade foi maior aos 30 min, 
permanecendo elevada até 90 min, comparado ao 
grupo Controle no mesmo período (18, 76 ± 4,48 vs 
2,97 ± 1,29 ng/mL; 16,89 ± 4,91 vs 2,66 ± 0,86 ng/mL; 
13,03 ± 1,08 vs 3,13 ± 1,28 ng/mL; 9,53 ± 1,99 vs 2,76 
± 1,34 ng/mL; 9,35 ± 2,95 vs 2,16 ± 1,34 ng/mL; P < 
0,05, Figura 1).

Aos 12 meses de idade, a concentração média de 
GH no grupo Clonidina foi maior que no grupo Con-
trole aos 15 min., 30 min., 210 min., e 240 min (16,68 
± 1,64 vs 4,05 ± 0,71 ng/mL; 12,02 ± 2,15 vs 4,31 ± 
1,34 ng/mL; 8,94 ± 2,66 vs 2,67 ± 0,86 ng/mL; 8,74 ± 
3,46 vs 3,33 ± 2,88 ng/mL; P < 0,05, Figura 1)

Não foi observada diferença (P > 0,05) na concen-
tração de GH nas coletas aos 15 meses de idade entre 
o grupo Clonidina e o Controle (Figura 1).

A comparação dos valores médios da concentração 
de GH durante todo período de coleta entre o grupo 
Clonidina e o grupo Controle mostrou que o grupo 
Clonidina possuía maior concentração aos oito meses 

(9,63 ± 0,79 vs 3,20 ± 0,32 ng/mL; P = 0,0436) e aos 15 
meses de idade (7,69 ± 0,68 vs 2,85 ± 0,53 ng/mL; P = 
0,0255). Porém, não houve diferença entre os grupos 
aos 12 meses de idade (7,76 ± 0,60 vs 3,69 ± 0,30 ng/
mL; P = 0,1245; Figura 2).

Aos 15 meses de idade, embora não tenha sido 
encontrada diferença na concentração de GH entre 
grupo Clonidina e grupo Controle em intervalos es-

Figura 1 - Variação na concentração média de GH (ng/
mL, valores não transformados, média ± EPM) 
de novilhas Nelore pré-púberes que receberam 
clonidina (10 µg/kg, IV) ou solução salina 
0,9%: a) aos oito meses; b) aos 12 meses e c) 
aos 15 meses. * Sinaliza diferença estatística (P 
< 0,05) pelo Teste de Duncan
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pecíficos (Figura 1), foi observada diferença entre os 
intervalos de tempo dentro do grupo Clonidina aos 
15 meses, com concentrações mais elevadas de GH 
nos intervalos de 15 (16,98 ± 4,63 mg/mL), 30 (17,52 
± 2,98 ng/mL) e 45 min (12,92 ± 2,86 ng/mL).

No 8°, 12 °, 15° mês de idade, não houve diferença 
na concentração média de GH (P > 0,05) dentro do 
grupo Clonidina (9,63 ± 3,15 vs 7,76 ± 2,4 vs 7,69 ± 
2,70 ng/mL; P = 0,8721), o mesmo aconteceu no gru-
po Controle (3,20 ± 1,27; 3,69 ± 1,16; 2,85 ± 2,08 ng/
mL; P = 0,5269; Figura 2).

O grupo Clonidina aos oito meses apresentou maior 
área total de picos (425, 6 ± 89,41 vs 139, 4 ± 31,27 ng/
mL (min), P = 0,0390; Figura 3), quando comparado 
ao grupo controle e maior área total de secreção de 

GH ( 866,1 ± 172,61 vs 344,5 ± 99,09 ng/mL (min), P 
= 0,0485; Figura 3).

A amplitude máxima do maior pico foi mais elevada 
no grupo Clonidina aos oito meses, quando compara-
do ao grupo controle (24,83 ± 3,2 vs 7,29 ± 0,49 ng/
mL; P = 0,0009; Figura 3).

Em relação ao tempo para aparecimento do primei-
ro pico, o grupo Clonidina aos oito meses apresentou 
um menor tempo para aparecimento de pico compa-
rado ao grupo Controle (26 ± 7 vs 145 ± 5,2 minutos, 
P = 0,0424, Figura 3). Quanto ao número de picos não 
foi observada diferença entre os grupos nos períodos 
avaliados (P > 0,05; Figura 4).

No presente estudo, o estímulo alfa-2-adrenérgico 
sobre a concentração de GH foi predominantemente 

Figura 2 - 	 Concentração média de GH (ng/mL, valores não transformados, Média ± EPM) em 
novilhas Nelore pré-púberes que receberam clonidina (10 µg/kg, I.V.) ou solução salina 
aos oito, 12 e 15 meses. Letras maiúsculas diferentes sinalizam diferença entre os meses 
de um mesmo grupo, pelo teste de Duncan (P < 0,05). Letras minúsculas diferentes 
sinalizam diferença entre os grupos dentro de um mês, pelo teste de Duncan (P < 0,05)
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estimulatório aos oito, 12 e 15 meses de idade em no-
vilhas Nelore.

A clonidina estimulou a secreção de GH em ra-
tos13 e em bezerros10. Em bovinos, foi observado 
que o estímulo da secreção de GH via receptores 
alfa-2-adrenérgico ocorreu por um aumento na li-
beração de GHRH, sem afetar a liberação de soma-
tostatina14.

No período pós-aplicação do agonista alfa-2-adre-
nérgico, a concentração média de GH foi maior aos 
30 min, permanecendo elevada até os 90 min para 
as novilhas aos oito meses. Nas novilhas aos 12 me-

ses, foi observada essa diferença aos 15, 30, 210 e 240 
min. (Figura 1). Os resultados com as novilhas Nelore 
coincidem com o aumento observado na concentra-
ção de GH entre 15 a 60 min pós- administração de 
clonidina, em vacas holandesas9.

Embora aos 15 meses de idade, não tenha sido ob-
servada diferença na concentração de GH entre os 
grupos Clonidina e Controle dentro dos intervalos de 
tempo (com os observados aos 8 e 12 meses) foi ve-
rificado aumento na concentração de GH dentro do 
grupo Clonidina dos 15 aos 45 min, sugerindo que 
nas novilhas Nelore aos 15 meses de idade a clonidina 

Figura 3 -	 (a) Área total de secreção de GH [ng/mL(min); média ± EPM] , (b) amplitude máxima de picos de secreção de 
GH (ng/mL; média ± EPM), (c) área total de picos de secreção de GH [ng/mL (min); média ± EPM], (d) tempo 
para ocorrência do primeiro pico (min; média ± EPM); valores não transformados, em novilhas Nelore pré-
púberes que receberam clonidina (10 µg/kg, I.V.) ou solução salina 0,9% aos oito, 12 e 15 meses. Letras maiúsculas 
diferentes sinalizam diferença entre os meses de um mesmo grupo, pelo teste de Duncan (P < 0,05). Letras 
minúsculas diferentes sinalizam diferença entre os grupos dentro de um mês, pelo teste de Duncan (P < 0,05)
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promoveu um aumento na concentração de GH assim 
como observado aos oito e 12 meses.

A meia-vida da clonidina está em torno de 12 h. 
Podemos considerar que aos 12 meses de idade o au-
mento na concentração de GH observado entre 15 e 
30 min em resposta à clonidina, pode ser consequên-
cia da secreção de hormônio armazenado em grânu-
los. E o aumento de 210 e 240 min pode ser resultado 
da síntese de nova proteína, provocando um padrão 
bifásico de liberação de GH. Os neurotransmissores 
além de regularem a secreção de GH podem também 
regular a expressão de mRNA para GH e desta forma 
afetar síntese do hormônio15.

Bezerros hipoglicêmicos responderam mais à cloni-
dina (aumentando a concentração de GH) que bezerros 
recém-alimentados10. Estudos com agonistas e antago-
nistas sugerem que os receptores alfa-2-adrenérgicos 
sejam mais importantes na liberação de GH durante a 
hipoglicemia16. No presente experimento, as novilhas 
Nelore receberam alimento volumoso e água a vontade 
durante o período da coleta seriada de sangue e mesmo 

assim a administração de clonidina aumentou a con-
centração de GH nos períodos avaliados.

Nas novilhas Nelore, a média de tempo necessário 
para aparecimento de pico foi de 32 min., após a apli-
cação da clonidina (10 µg/kg, I.V.), porém 54% dos 
animais apresentaram um pico nos primeiros 15 min 
após clonidina. Foi observado que a infusão 20 µg/
kg, I.V. de clonidina aumentou a concentração de GH 
após 10 min11, próximo do momento encontrado nas 
novilhas Nelore neste estudo.

Foi observado aumento na área total de picos e na 
área de secreção de GH aos oito meses de idade entre 
animais Clonidina, comparado aos animais Controle, 
mas não foi observada diferença entre os grupos nas 
outras idades. Este aumento na área de secreção de 
GH, provavelmente deve-se ao fato de que nos ani-
mais aos oito meses de idade, além de ter sido obser-
vada uma maior concentração de GH em intervalos 
restritos, também foi encontrada uma maior concen-
tração média total no grupo Clonidina comparada ao 
grupo Controle. A maior amplitude máxima de picos 

Figura 4 - Número de picos de secreção de GH (valores não transformados, 
Média ± EPM) em novilhas Nelore pré-púberes que receberam 
clonidina (10 µg/kg, I.V.) ou solução salina 0,9% aos oito, 12 e 15 
meses
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provocou como consequência a maior área total de 
picos encontrada neste período.

O estimulo alfa-2-adrenérgico aos oito meses de ida-
de aumentou a concentração de GH aos oito meses e 
também interferiu na área de secreção, área total de pi-
cos, amplitude máxima de picos e tempo para apareci-
mento de pico de GH. Era esperado no grupo Clonidi-
na um aumento na frequência de picos, pois o primeiro 
pico ocorreu em um menor tempo (P = 0,0424) compa-
rado aos animais controle. No entanto, como o grupo 

Clonidina apresentou uma maior amplitude de picos, 
com maior área de secreção de GH provavelmente isto 
comprometeu o aumento no número de picos.

O uso de clonidina (agonista alfa-2-adrenérgico) 
estimulou a secreção de GH em novilhas Nelore pré-
-púberes. Este efeito foi mais evidente nas novilhas 
mais novas (oito meses) quando comparado as mais 
velhas (12 e 15 meses de idade), sugerindo uma va-
riação temporal do sistema alfa – 2 – adrenérgico na 
regulação de secreção de GH.
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