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RESUMO

Este estudo avaliou os niveis séricos de cortisol e progesterona de fémeas bovinas submetidas
a manejo diario e semanal. Foram utilizadas 07 vacas Nelore (Bos taurus indicus) primiparas
e multiparas, em dois experimentos. No experimento 1, os animais foram manejados
diariamente, acompanhados durante 21 dias consecutivos, tempo equivalente a um ciclo
estral. J4 no experimento 2, os animais foram acompanhados por 09 semanas consecutivas.
Todos os animais foram conduzidos ao tronco de contencdo, submetidos a palpacdo transretal
e ultrassonografia do aparelho genital feminino, assim como venopuncao jugular. As amostras
de plasma foram congeladas e, posteriormente, utilizadas para a dosagem das concentracdes
plasméticas de cortisol e progesterona pela técnica de radioimunoensaio. As concentracdes
plasmdticas de progesterona dos animais do experimento 1 variaram entre 0,13 a 4,42 ng/mL
(p < 0,05), enquanto que os do experimento 2 ndo variaram entre as semanas (0,17 a 1,2
ng/mL; p > 0,05). A dosagem de cortisol apresentou valores médios entre 10 a 50 ng/mL nos
animais do experimento 1, e 8,3 a 62 ng/mL nos do experimento 2. Houve correlagao positiva
entre o cortisol e a progesterona nos animais do experimento 2 (r = 0,909; p < 0,05), mas nao
nos do experimento 1 (r = 0,03; p > 0,05). Os procedimentos de manejo utilizados tanto no
experimento 1 como no 2 foram capazes de induzir estresse nos animais.
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PLASMA CONCENTRATION OF PROGESTERONE AND CORTISOL IN NELORE
COWS (Bos taurus indicus) SUBMITTED TO DAILY OR WEEKLY HANDLING

ABSTRACT

This study evaluates the plasma concentration of progesterone and cortisol in cows submitted
to daily or weekly handling. For this experiment, seven primiparous or multiparous Nelore
cows (Bos taurus indicus) were monitored for 21 days (experiment 1) and 9 weeks
(experiment 2) through rectal palpation and ultrasonographic examination of the female
reproductive tract, as well as jugular venipuncture. Plasma concentration of progesterone and
cortisol (ng/mL) was determined by radioimmunoassay from blood samples collected from
jugular vein on the differently handling experiments. For experiment 1, the plasma
concentration of progesterone ranged from 0.13 to 4.42 ng/mL, however, there were no
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differences in experiment 2 (0.17 to 1.2 ng/mL; p > 0.05). Plasma concentration of cortisol
showed values between 10-50 ng/mL in experiment 1 and 8.3 to 62 ng/mL in the experiment
2. There were correlations between cortisol and progesterone in the experiment 2 (r = 0.909; p
0.05) but not in the experiment 1 (r = 0.03; p > 0.05). The handling procedures used in
experiments were able to induce stress in the treated animals.

Keywords: cow, handling, stress, cortisol, progesterone.

EVALUACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE CORTISOL Y
PROGESTERONA EN VACAS NELORE (Bos taurus indicus) SOMETIDAS A
CONDICIONES DE MANEJO DIARIO O SEMANAL

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los niveles séricos de cortisol y progesterona
en hembras bovinas sometidas a condiciones de manejo diario o semanal. Fueron utilizadas
siete vacas Nelore (Bos taurus indicus) primiparas y multiparas, en dos experimentos. En el
experimento 1, los animales fueron sometidos a condiciones de manejo diario y acompafados
durante 21 dias consecutivos, tiempo equivalente a un ciclo estral. En el experimento 2,
fueron acompafiados por nueve semanas consecutivas. Todos los animales fueron conducidos
a la manga de manejo, sometidos a palpacion transrectal y ultrasonografia del aparato genital
femenino, asi como a extracciéon de sangre por medio de puncién yugular. Las muestras de
plasma fueron congeladas y posteriormente procesadas para medir la concentracién de
cortisol y progesterona por la técnica de radioinmunoensayo. Las concentraciones plasmaticas
de progesterona de los animales del experimento 1, variaron de 0,13 a 4,42 ng/mL (p < 0,05),
mientras que las del experimento 2 no variaron (0,17 a 1,2 ng/mL; p > 0,05). La
concentracion de cortisol presenté valores entre 10 y 50 ng/mL en los animales del
experimento 1, y de 8,3 a 62 ng/mL en los del experimento 2. Hubo correlacion positiva entre
el cortisol y la progesterona en los animales del experimento 2 (r = 0,909; p < 0,05), pero no
en los animales del experimento 1 (r = 0,03; p > 0,05). Los procedimientos de manejo
utilizados tanto en el experimento 1 como en el experimento 2, demostraron inducir estrés en
los animales.

Palabras clave: vacas, manejo, estrés, cortisol, progesterona
INTRODUCAO

O estresse é definido como a ruptura da homeostase dos organismos vivos em que
existe uma resposta comportamental ou fisioldgica contra estimulo nocivo ou condi¢do
adversa do ambiente. Esta alteragdo pode interferir no bem-estar ou na atividade reprodutiva
do animal, assim como em alteracdes cardiovasculares, enddcrinas e metabdlicas (1, 2).

A resposta gerada pelo organismo sob estresse envolve a secre¢@o de glicocorticdides e
progesterona pelas glandulas adrenais (3-5). Esta resposta € desencadeada pelo eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA), com o hormonio liberador de corticotrofinas (CRH),
secretado pelo hipotdlamo e consequente liberagdo de hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH)
pela adenohipdfise (6, 7).

A secrecao de hormonios pela glandula adrenal em resposta ao estresse, controlada pelo
CRH, afeta diretamente a reproducdo por inibir a liberacdo de hormo6nios gonadotréficos pela
adenohipdfise. Alguns estudos mostraram que os efeitos negativos provocados pelo estresse
podem inibir o pico pré-ovulatério de LH ou inibir a ovulagdo e até mesmo piorar a qualidade
dos embrides produzidos (2-4, 8, 9). Outros constataram que a administragdo exdgena de
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ACTH resultou em efeitos similares aos da ocorréncia de estresse agudo, com o aumento dos
niveis séricos de cortisol e progesterona (3, 4, 8, 10).

Outros autores relataram que a administracdo de ACTH foi capaz de inibir o estro em
vacas devido a diminuic¢do na secrecao de estrogenos. Com isso, o pico de LH foi retardado e
a ovulagdo ocorreu mais tardiamente (11, 12). Esta baixa concentracdo de estradiol acarretou
também uma diminui¢do na intensidade e ocorréncia de estro (13).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar se as praticas rotineiras de manejo
sdo capazes de alterar as concentracdes plasmdticas de cortisol e progesterona em vacas
Nelore (Bos taurus indicus), e se existem diferentes respostas destes hormonios indicadores
de estresse em animais manejados diariamente ou semanalmente.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 07 vacas Nelore, PO, adultas, com idades entre 3 ¢ 14 anos (6,6 +
0,81) e escore corporal igual ou superior a 3 (escala de 0 a 5) (14), provenientes do rebanho
da Fazenda Experimental Sdo Manuel - FMVZ — UNESP (Sao Manuel - SP). Todas as fémeas
foram mantidas em regime de estabulagcdo parcial recebendo feno de alfafa, farelo de milho,
sal mineral proteinado e agua ad libitum.

Experimento 1

Os animais (n= 3) foram submetidos a sincroniza¢do do estro com uma aplicagdo de 25
ug lecirelina (Gestran Plus®, IM) e, sete dias mais tarde de, 0,15 mg de D-Cloprostenol
(Preloban®, IM) (15). Apds a ultima administracdo os animais foram avaliados diariamente
por palpacdo retal e ultrassonografia transretal (ALOKA SSD 500 com transdutor de 5,0
MHz) até comprovada a ovulacdo. Foram realizadas colheitas didrias de sangue por
venopuncao jugular. As amostras sanguineas foram centrifugadas a 2500 x g por 15 minutos e
o plasma obtido foi acondicionado em tubos plésticos e armazenados em freezer a -20°C.

Experimento 2

Os animais (n=4) apresentavam-se em anestro puerperal, com intervalo superior a 30
dias pés-parto. Os animais foram avaliados semanalmente por palpacdo retal e
ultrassonografia transretal (ALOKA SSD 500 com transdutor de 5,0 MHz) do aparelho
genital feminino. Foram realizadas colheitas semanais de sangue por venopuncao jugular. As
amostras sanguineas foram centrifugadas a 2500 x g por 15 minutos e o plasma obtido foi
acondicionado em tubos plasticos e armazenados em freezer a -20°C.

Dosagens hormonais

As dosagens plasmadticas de cortisol e progesterona foram realizadas em duplicatas
utilizando-se kits comerciais em fase sélida (Coat A — Count DPC), com leitura por sistema
de radioimunoensaio. O processamento das amostras foi realizado em dois ensaios, sendo o
coeficiente de variacdo inter-ensaio de 10,4% para progesterona e 9,5% para cortisol e o
coeficiente de variagdo intra-ensaio foi de 8,3% para progesterona e 6,8% para cortisol.

Andlise Estatistica
Para todas as varidveis foram determinadas a média e o erro padrdo. A comparagdo

entre dias e semanas dentro do grupo foi realizada empregando-se ANOVA e a comparagdo
entre as médias foi realizada pelo teste Tukey. Para a comparagao das médias de cortisol entre
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o grupo manejo didrio e o manejo semanal foi utilizado o teste t de Student. Para a correlacdo
entre os valores plasmdticos de cortisol e progesterona foi realizado o teste de Pearson. Os
valores foram considerados estatisticamente significativos com p < 0,05.

RESULTADOS
Experimento 1

Na Figura 1 estao representadas as concentracdes plasmaticas média e o erro padrao de
cortisol e progesterona (ng/mL). Ao longo do estudo, ndo foram detectadas diferencas
estatisticas (p > 0,05) para os valores plasmaéticos de cortisol e estes oscilaram entre 10-50
ng/mL. Entretanto, os valores médios de progesterona modificaram-se ao longo dos dias (p <
0,05) e apresentaram valores entre 0,13- 4,42 ng/mL. Nao houve correlagdo entre as
concentracdes plasmaticas de cortisol e progesterona ao longo dos dias (r= 0; p > 0,05).

O primeiro aumento detectado nos niveis plasméticos de progesterona do grupo manejo
didrio ocorreu no quinto dia, seguido de um novo aumento no dia sete, € a concentracdo
maxima de progesterona foi observada no dia 10. A primeira queda de progesterona foi
observada no dia 13, seguida de uma nova queda no dia 19, alcangcando niveis inferiores a 1
ng/mL. Este perfil hormonal observado é semelhante ao descrito por diversos autores para a
espécie bovina (16-20).
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Figura 1. Concentracdes plasmaticas média e erro padrao de cortisol (ng/mL) e progesterona
(P4) (ng/mL) do experimento 1.

Experimento 2

Na Figura 2 estdo demonstradas as concentragdes plasmaticas média e o erro padrao de
cortisol e progesterona. Para estas duas varidveis ndo foram detectadas diferencas ao longo do
estudo (p > 0,05). Os niveis plasmaticos de cortisol oscilaram entre 8,3-62 ng/mL e os niveis
de progesterona entre 0,17 — 1,2 ng/mL. Entretanto, ao ser realizado o teste de correlagdao
entre os dois hormonios avaliados observou-se uma correlagdo positiva entre o cortisol e a
progesterona durante as semanas de estudo (r =0,9; p < 0,05).
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Figura 2. Concentracdes plasmaticas média e erro padrao de cortisol (ng/mL) e progesterona
(P4) (ng/mL) do experimento 2 - linha tracejada representa os valores basais de cortisol
(ng/mL).

DISCUSSAO

Os niveis séricos de cortisol tanto no experimento 1 como no experimento 2
apresentaram-se iguais ou superiores a 10 ng/mL, sendo que o valor basal determinado em
bovinos varia entre 5 e 10 ng/mL (10). Esses valores elevados de cortisol sugerem que
procedimentos rotineiros, como manejo dos animais em tronco, colheita de sangue e palpagao
transretal sdo suficientes para desencadear estresse nos animais, levando-se em conta que o
cortisol é o principal hormonio indicador de estresse (2, 21). Estes valores sdo superiores aos
encontrados por Hein e Allrich (8) em animais submetidos a colheita de sangue e
administracdo de veiculo aquoso intravenoso, no qual o valor sérico médio de cortisol foi de
12,4 ng/mL. Outros autores relatam que os niveis basais de cortisol encontrados foram de 3,8
e 4,4 ng/mL para animais submetidos também apenas a colheita de sangue (10). Deve-se
considerar, entretanto, que diferencas nos resultados de dosagens hormonais entre estudos
podem ser devido a diferencgas nas técnicas laboratoriais adotadas e nao na fisiologia animal.

Outros estudos mostram que demais procedimentos como injecdo intramuscular em
vacas taurinas elevam as concentragdes de cortisol acima de 10 ng/mL (10). A partir desses
resultados pode-se sugerir que os animais zebuinos, como os do presente estudo, sdo mais
sensiveis e apresentam concentracdes plasmaticas de cortisol superiores aos encontrados em
animais de racas européias, quando submetidos a procedimentos rotineiros como vacinagoes €
palpacgdes retais. Contudo, o significado dessa maior elevagao ainda requer novos estudos que
relacionem os valores encontrados com outros indicadores de estresse/bem-estar, como 0s
indicadores comportamentais.

Ao correlacionar as concentragdes plasmaticas de cortisol entre os experimentos,
observou-se que no experimento 2 (manejo semanal), 0s animais apresentaram concentragdes
médias superiores as observadas nos animais do experimento 1 (manejo didrio) 41,53 versus
25,73 ng/mL (p < 0,005). Isto pode sugerir que os animais se acostumam ao manejo didrio e
apresentam niveis decrescentes desse hormonio, enquanto que os animais do manejo semanal
nao se adaptaram ao tipo de manejo e assim, os niveis plasmaticos mantiveram-se superiores
por todo o estudo.
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As concentracdes plasmaticas médias de progesterona observadas nos animais do
experimento 2 (manejo semanal), composto por vacas em anestro puerperal lactacional, foram
superiores aos obtidos no experimento 1 (manejo didrio) apds a lutedlise (< 0,14 ng/mL) e
mantiveram-se sempre acima de 0,59 ng/mL, exceto em trés momentos (M6, M8 e M9).
Valores relativamente elevados desse hormonio no experimento 2 (manejo semanal) sugerem
a existéncia de uma fonte de progesterona extra-ovariana, as glandulas adrenais, mesmo
porque nao foram detectados sinais de ovulagdo nestes animais, utilizando-se a palpacdo retal
e a ultrassonografia do aparelho genital feminino.

Nestes estudos os niveis de progesterona e cortisol apresentaram correlagdo positiva (r =
0,9; p < 0,05). Outros autores, também relataram que o aumento de cortisol foi acompanhado
pelo aumento nos niveis séricos de progesterona (3, 10, 22, 23). Isto demonstra que as
glandulas adrenais respondem ao estresse produzindo simultaneamente esses dois hormonios
indicadores de estresse.

CONCLUSOES

Os resultados destes estudos indicam que os dois tipos de manejo utilizados foram
capazes de induzir o estresse, com uma maior resposta nos animais do experimento 2 (manejo
semanal). Adicionalmente pdde ser observado que os animais em anestro (experimento 2)
apresentam uma correlacdo positiva entre o aumento de cortisol e de progesterona em
situagdes de estresse.
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