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RESUMO
A mensuragao da progesterona (P4) plasmética em ovelhas é um confidvel indicador da

funcdo do corpo liteo e, com isso, é possivel identificar e monitorar os diferentes estadios
reprodutivos da fémea. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de
progesterona plasmatico apds a sincronizacdo do estro e ao longo da gestacdo em dez ovelhas
da raca Santa Inés, por um sistema automatizado de dosagem de P4 por quimioluminescéncia.
Os animais tiveram o estro sincronizado e foram acasalados por monta natural controlada. As
amostras de plasma para dosagem de P4 foram colhidas apds a sincronizagdo do ciclo estral e
durante a gestacdo. A dosagem da P, foi determinada por imunoensaio competitivo, o qual usa
a quimioluminescéncia direta (Immulite 1, Siemens), com uma sensibilidade analitica de 0,2
ng/mL. Foi considerado DO o dia da manifestacdo do estro. O diagndstico de gestacdo foi
realizado no D25 por meio da ultrassonografia transretal, classificando os animais em ndo-
prenhes (NP, n = 4), e prenhes (P, n = 6). A concentragdo de P4 plasmética no estro e no pos
parto, em todos os animais experimentais, variou entre 1,20 ng/mL e 1,30 ng/mL. A
concentracdo plasmadtica de P, permaneceu baixa e sem diferenca significativa (p>0,05) do
DO ao D2 nos animais NP e P (DO 1,20 £ 0,17; 1,23 + 0,36 ng/mL, D1 1,23 £ 0,15; 1,45 +
0,34 ng/mL e D2 -2,00 £ 0,61; 1,60 % 0,10, respectivamente). No D9, houve uma elevagdo da
concentracdo de P4 nos animais dos dois grupos NP e P (3,00 = 1,13; 4,43 + 0,47 ng/mL,
respectivamente). Do D16 ao D18, houve diferenca significativa (p<0,05) entre NP e P (D16 -
NP 2,67 £ 1,25 ng/mL, e P 4,65 + 0,82 ng/mL; D17 NP 2,17 + 1,44 ng/mL e P 5,40 + 2,49
ng/mL; e D18 NP 2,17 + 1,67 ng/mL, e P 4,80 + 1,39 ng/mL). Os animais gestantes
permaneceram com a concentracdo plasmatica de P, elevada por toda a gestacdo. Do D9 (4,43
+ 0,47 ng/mL) ao D96 (4,70 £ 1,70 ng/mL), ndo houve diferenca marcante na concentragao de
P4. A concentracdo plasmética de P, maxima foi no D132 (11,87 + 4,31 ng/mL), diminuindo
gradativamente até o parto (1,30 + 0,28 ng/mL) e permanecendo basal apds o parto. A técnica
de quimioluminescéncia se mostrou vidvel para avaliar o perfil de progesterona plasmdtica em

ovinos.

Palavras-chave: progesterona plasmaética, quimioluminescéncia, ovelhas, gestacao.



ABSTRACT

The measurement of progesterone (P4) in sheep plasma is a reliable indicator of corpus
luteum function, it is possible to identify and monitor the different physiological stages of the
female. This study aimed to evaluate the profile of plasma progesterone after synchronization
of oestrus and during pregnancy in 10 ewes Santa Ines, and the possibility of early pregnancy
diagnosis by an automated chemiluminescence system. The animals had estrus synchronized
and mated by natural mating. Plasma samples for P4 were harvested after synchronization and
during pregnancy. The dosage of P, was determined by competitive immunoassay using direct
chemiluminescence (Immulite 1, Siemens), with an analytical sensitivity of 0.2 ng/mL. DO
was considered the day of onset of estrus. Pregnancy diagnosis was performed at D25 by
transrectal ultrasonography, classifying animals in non-pregnant (NP, n = 4) and pregnant (P, n
= 6). The plasma concentration of the P4 and postpartum estrus in all animals was greater than
1 ng / ml. Plasma P4 remained low and no significant difference (p> 0.05) from DO to D2 in
both NP and P DO 1.20 £0.17, 1.23 + 0.36 ng/mL, D1 1.23 £0.15, 1.45 + 0.34 ng/mL and D2
2.00 £ 0.61 1.60 + 0.10 ng/mL, respectively. D9 there was an increase in both groups (NP, P)
(3.00 + 1.13, 4.43 + 0.47 ng/mL, respectively NP and P). From D16 to D18 was significant
difference (p <0.05) between NP and P D16 (NP 2.67 £ 1.25 ng/mL, P and 4.65 + 0.82
ng/mL), D17 (NP 2.17 £ 1.44 ng/mL, and P 5.40 + 2.49 ng/mL) and P18 (NP 2.17 + 1.67
ng/mL, and P 4.80 + 1.39 ng/mL.). The animals P remained with high plasma concentrations
of P, throughout gestation. Of D9 (4.43 + 0.47 ng/mL) D96 (4.70 = 1.70 ng/mL) showed no
significant variations in the concentration of P4. The maximum plasma concentration of P4
was the D132 (11.87 £+ 4.31 ng/mL) decreased until birth (1.30 + 0.28 ng/mL) and remained
low after the birth. The chemiluminescence is possible to evaluate the profile of sheep plasma

Ps.

Keywords: plasma progesterone, chemiluminescence, sheep, pregnancy.
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1- INTRODUCAO

A medida que ocorre uma mudanga do perfil da ovinocultura nas regides sudeste e
centro-oeste para um sistema de producdo tecnificado e mais rentdvel, com caracteristica
intensivista, a eficiéncia reprodutiva tornar-se um fator indispensdvel. Dentro desta
perspectiva, hd ampla necessidade de se assistir a reproducao, seja para permitir o aumento da
eficiéncia reprodutiva e produtiva dos rebanhos, seja para a multiplicacio mais eficiente de
genotipos superiores (FONSECA, 2005). Neste contexto, aumenta-se a demanda por
pesquisas na darea das biotécnicas reprodutivas, sendo as caracterizagdes das diferentes fases
do ciclo estral e o diagndstico da gestacido condicdes bdsicas para a aplicacdo das biotécnicas
reprodutivas (ZARKAWI e SOUKOUTI et al., 2001; SIMPLICIO et al., 2007).

A mensuracao da progesterona (P4) plasmatica em ovelhas € um confidvel indicador da
funcdo do corpo luteo e, com isso, é possivel identificar € monitorar os diferentes estadios
reprodutivos da fémea (THIMONIER, 2000). A progesterona ¢ um hormonio esteroide que €
especialmente importante na preparacdo do utero para a implantacio do embrido e na
manutencdo da gestacdo (REN et al., 2008). A concentracdo de progesterona plasmatica
determinada em ovelhas, 18 dias apds a inseminacao artificial por enzimaimunoensaio (EIA)
e radioimunoensaio (RIA), demonstrou ter uma alta acuricia para o diagndstico de gestacdo
(SUSMEL e PIASENTIER, 1992; KAREN et al., 2003). Entretanto, a maioria dos estudos
tem sido limitada as primeiras semanas de gestacdo. O perfil plasmatico de P4 pode ser usado
para monitorar a gestacdo, pois as perdas embriondrias em ovelhas resultam de baixa
concentracdo de progesterona plasmatica (MUKASA e VIVIANI, 1992; RANILLA et al.,
1994).

Alguns métodos tém sido descritos para a mensuracdo da P, plasmadtica, tais como
radioimunoensaio e enzimaimunoensaio (BOSCOS et al., 2003; KAREN et al., 2003).
Entretanto, existem algumas desvantagens: o método de RIA tem problemas associados com o
marcador radioativo, como nocividade para o operador, além de baixa estabilidade do
marcador (radioisétopo); o EIA ndo tem a mesma sensibilidade do RIA e pode ndo atender a
exigéncia de uma avaliacdo precisa de P4 em baixa concentracao (REN et al., 2008).

A mensuracdo da P, plasmatica por quimioluminescéncia é o método utilizado na

rotina laboratorial na medicina humana para superar as desvantagens do RIA, mantendo a



especificidade e sensibilidade (RICHARDSON et al., 1985). Entretanto, ndo hd muitos
trabalhos publicados utilizando a técnica de quimioluminescéncia na medicina veterindria,
semelhante ao que ocorre com a metodologia do RIA, havendo a necessidade de se fazer mais

estudos para validar a dosagem de progesterona plasmdtica por quimioluminescéncia em

animais (CIARLINI et al., 2002).
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - ARACA SANTA INES

Dentre as ragas de ovinos criadas no Brasil, destaca-se a Santa Iné€s, raca nativa
deslanada resultante do cruzamento intercorrente das ragcas Bergamdacia, Morada Nova,
Somalis e outros ovinos nativos sem raca definida (SANTOS, 2003; SANTOS, 2007;
VERISSIMO et al., 2009; ABSI, 2012). O porte, o tipo de orelhas, o formato da cabeca e os
vestigios de 12 evidenciam a participacao da raca Bergamadcia, bem como a auséncia de 13 e as
pelagens correspondem a Morada Nova. A participacdo da raca Somalis € evidenciada pela
apresentacdo de pequeno acimulo de gordura na base da cauda (SANTOS, 2003). O peso dos
machos varia de 80 a 120 Kg e as fémeas podem variar de 60 a 90 Kg. Sdo animais risticos e
precoces, adaptdveis a qualquer sistema de criacdo e pastagem, e se integram com facilidades
as mais diversas regides do pais (SANTOS, 2007; ABSI, 2012).

Por ser uma raca origindria de uma regido de clima tropical ndo sofre efeito da
sazonalidade na reproducdo, sendo poliéstrica continua em condicdes sanitdrias apropriadas e
com planejamento nutricional adequado (SIMPLICIO E SANTOS, 2005). A raca apresenta
elevados indices de eficiéncia reprodutiva, tais como: idade a puberdade zootécnica de 10
meses; idade ao primeiro parto de 16 meses; fertilidade ao parto de 86,9%; prolificidade de

1,24 e sobrevivéncia do nascimento até o desmame de 80% (SANTOS, 2007).

2.2 - CICLO ESTRAL

O ciclo estral compreende o intervalo entre dois estros consecutivos, sendo regulado
por mecanismos enddcrinos € neuroenddcrinos, mediados principalmente pelo GnRH, pelas
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH), esteroides e fatores de crescimento secretados pelos
ovdrios, e prostaglandinas, principalmente de origem uterina (SOUZA et al.,, 1997;

FONSECA e BRUSCHI, 2005).
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Assim como nas vacas, os foliculos antrais ovarianos das ovelhas crescem num padrao
semelhante a ondas. Em ovinos, ocorrem trés a quatro ondas a cada ciclo estral. Durante cada
onda, ao redor de 7 a 11 foliculos pequenos (3 mm em didmetro) entram numa fase de
recrutamento que dura aproximadamente 3 dias. Em seguida, de 1 a 5 foliculos crescem
rapidamente (selecdo) e atingem um diametro ovulatério (>6mm, foliculo dominante),
suprimindo o crescimento (dominancia) de outros foliculos (subordinados), e prevenindo o
surgimento de uma nova onda folicular. Os foliculos subordinados entram em atresia. O maior
ou os maiores foliculos da onda podem ovular ou regredir, e uma nova onda folicular emerge
com um intervalo entre ondas de aproximadamente 5 dias. Em todas as ovelhas, a ultima onda
folicular do periodo entre ovulacdes contém foliculos ovulatorios. O crescimento médio do
foliculo ovulatério é em torno de 1,1 mm por dia (BARTLEWSKI et al.,, 1999;
DUGGAVATHI et al., 2004; SEEKALLU et al., 2009; MENCHACA et al., 2010).

Cada onda de crescimento folicular € estimulada por um aumento na secre¢do de FSH
causado pela regressdo do foliculo dominante da onda prévia (BABY e BARTLEWSKI],
2011). Subsequentemente, o foliculo dominante adquire receptores para LH nas células da
granulosa para continuar o proprio desenvolvimento e, além disso, secreta inibina A e
estradiol, suprimindo assim a secrecdo de FSH (BARTLEWSKI et al., 1999; DUGGAVATHI
et al., 2004; MENCHACA et al., 2010).

A fase terminal de desenvolvimento folicular, culminando em ovulacio, estd sob o
controle do hormoénio luteinizante (LH). Picos de LH atingem valores méaximos no plasma
sanguineo apenas durante a fase folicular do ciclo estral, estimulados pela alta concentragao
de estradiol (BARTLEWSKI et al., 1999; SEEKALLU et al., 2009).

Em qualquer etapa do ciclo estral dos ovinos, o maior foliculo ndo-atrésico € a fonte
principal de estradiol. Um valor mdximo de estradiol ocorre no dia que precede a ovulagdo, no
momento do estro, mas também durante o ciclo, nos dias 3-4 e nos dias 6-9, (BARTLEWSKI
et al., 1999; DUGGAVATHI et al., 2004; WU et al., 2010).

A duracdo do estro varia de uma fémea para a outra dentro da mesma espécie. Isso
também ocorre com o momento da ovulagdo, que ocorre de 24 a 30 horas apds o pico de LH
na maior parte das ovelhas (12 a 16 horas apds o estro). Algumas ovelhas podem apresentar
intervalos entre ovulagdes tdo longos quanto 23 dias, que podem ser relacionados com uma
vida util prolongada do CL de aproximadamente 16 dias. O intervalo médio entre ovulagdes €
de 17 dias (BARTLEWSKI et al., 1999 SEEKALLU et al., 2010).

Foliculos da tltima onda do ciclo estral em ovelhas podem ovular e formar um corpo

Idteo sauddvel, caracterizando o inicio da fase luteinica do ciclo estral (DUGGAVATHI et al.,
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2004). As células luteinicas esteroidogénicas do corpo liteo plenamente maduro sintetizam e
liberam progesterona na circulacio sistémica, elevando a concentracdo de progesterona no
plasma sanguineo, exercendo assim retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamico-
hipofisario, e impedindo o pico de secre¢ao de LH que seria responsavel pela maturagdo final
do foliculo dominante e pela ovulagio (BAIRD et al., 1975; SALLES e ARAUJO. 2010). A
meia-vida do CL na ovelha é dependente de um sistema fechado ttero-ovério. A secrecdo de
progesterona pelo CL é responsdvel para preparar o ttero e capacitd-lo para ser um ambiente
adequado para o desenvolvimento de um concepto. Na auséncia da fertilizacdo ou na
incapacidade do concepto em sinalizar sua existéncia no utero, pulsos de PGF2, sdo liberados
pelas células endometriais para promover a lutedlise, determinando o término do ciclo estral e
gerando um novo estro. A PGF,, é o hormdnio luteolitico uterino na maioria dos mamiferos
(BAIRD et al., 1975; SALLES e ARAUJO. 2010).

Na ovelha, o desenvolvimento folicular continua inalterado por toda a fase luteal, com
foliculos alcangando um didmetro de aproximadamente 5 mm antes de tornarem-se atrésicos.
Quando a regressao luteal ocorre espontaneamente ou por administracdo de PGF,, ha sempre

pelo menos um foliculo pronto para maturar e ovular (BAIRD et al., 1975).

2.3 - SAZONALIDADE

As racas de ovinos origindrias de climas temperados em médias ou altas latitudes se
reproduzem sazonalmente, no transcorrer do periodo de dias curtos. A estacionalidade
reprodutiva é bem marcada e o aparecimento do estro clinico é controlado pelo fotoperiodo
(SIMPLfCIO e SANTOS, 2005). Das muitas varidveis ambientais disponiveis, o fotoperiodo
€ o principal sincronizador para os animais de reprodugdo sazonal, porque, ao contrdrio de
outras varidveis climadticas, tais como temperatura e chuvas, o ciclo sazonal da duracdo do dia
¢ constante entre os anos (ROSA e BRYANT, 2003). Entretanto, em regides de clima tropical,
onde a luminosidade nao sofre grandes variagdes ao longo do ano, as ovelhas nativas ou
adaptadas apresentam estros e ovulacdes ao longo de todos os meses do ano, sendo
consideradas poliéstricas continuas (SIMPLICIO e SANTOS, 2005).

A sazonalidade reprodutiva da ovelha é caracterizada por mudancas no sistema

enddcrino, no comportamento e na ovulagdo, dando origem a uma alternancia anual entre os

dois periodos, reprodutivo e anestro sazonal. Durante todo o periodo de anestro, os niveis de
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progesterona permanecem baixos, com uma baixa pulsatilidade das gonadotrofinas
(BARRELL et al., 1992). Seguem, porém, ocorrendo as ondas de desenvolvimento dos
foliculos, que sao sensiveis a estimulacdo da gonadotrofina, e a ovulagdo pode ocorrer se as
ovelhas forem induzidas com um prévio tratamento com progestdgeno e aplicagdo de GnRH
exogeno (BARTLEWSKI et al., 2001; KILLIAN et al., 1985). A alternancia para o periodo
reprodutivo € dependente do fotoperiodo, visto que a melatonina € secretada durante as horas
de auséncia de luz pela glandula pineal, e 0 aumento do tempo de secrecao determina uma
modificacdo na sensibilidade do eixo hipotalamico-hipofisario aos estrégenos, alterando a
sensibilidade e a geracdo de pulsos de GnRH, com consequente modificagdo da secrecao

pulsétil de LH, desencadeando a ovulacdo (ROSA e BRYANT, 2003).

2.4 - RECONHECIMENTO MATERNO DA PRENHEZ

Quando ocorre um ciclo estral fisioldgico, este € geralmente associado com uma ou
mais ovulagdes. O CL formado apés a luteinizacdo do foliculo ovulatério secreta uma elevada
quantidade de P4 que serd responsédvel pela manutenc@o da prenhez, caso ocorra a fecundacao
(NEVES et al., 2008). Por volta do dia 14 apds a ovulacao, o blastocisto sintetiza o interferon-
tau (IFNt) que inibe a sintese de PGF,,, impedindo assim a lutedlise e, consequentemente, a
diminui¢do da sintese de P4 (SPENCER et al., 2004). Além disso, no inicio da gestacdo, ha
uma supressdo do crescimento de foliculos antrais mediada principalmente pelo concepto. O
estradiol produzido pelo foliculo ovariano é importante para iniciar a sintese uterina de PGF,,
e, consequentemente, a lutedlise. Assim, este poderia ser um mecanismo local adicional no
reconhecimento materno da gestacao em ovinos (BARTLEWSKI et al., 2000).

Os efeitos antiluteoliticos do INF-t sdo traduzidos a partir da sua acdo inibitéria sobre
a expressdao dos genes que codificam, para os receptores endometriais de ocitocina e
estrogenos, hormonios que atuam sobre as células endometriais, estimulando-as a produzirem
PGF,,. Dessa forma, o INF-t regula a producdo de PGF,,. O INF-t ndo é observado na
circulagdo periférica de fémeas gestantes, sendo sua acdo localizada apenas no utero
(SPENCER et al., 2007).

O nitido aumento na expressao do gene do INF-t ocorre do 10° ao 25° dia, com seu
pico de producdo entre o 14° e o 16° dia apds a fecundacgdo, coincidindo com a fase

morfolégica de blastocisto que, nesse periodo, passa da forma esférica para a forma
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filamentosa. Por isso, a producdo de INF-t parece ser mais dependente do desenvolvimento
embriondrio do que propriamente do dia da gestacdo. Esse processo € extremamente
influenciado pela concentragao plasmatica de P4 (SPENCER et al., 2004; NEVES et al., 2008;
SPENCER et al., 2007).

O embrido comeca a implantar-se no 14° dia do ciclo, quando a vesicula coridnica esta
desenvolvida o suficiente para entrar em contato estreito com o epitélio uterino no momento
da implantacdo. A partir da implantacdo, todas as trocas metabdlicas serdo feitas por meio da
placenta do tipo cotiledondria, cuja fixacdo ocorre nas cartinculas endometriais. Na ovelha, a
placenta produz progesterona em quantidade suficiente para a manutencdo da prenhez,
tornando-se a principal fonte de P4 a partir 50° dia (NODEN e De LAHUNTA, 1985; NEVES
et al., 2008).

2.5 - DOSAGEM DE PROGESTERONA

A concentracdo de progesterona plasmadtica varia dependendo do estado fisiologico da
fémea. Durante o anestro, a concentracdo plasmdtica de P4 € geralmente baixa. Durante a
estacdo de reproducdo, os niveis de Ps sdo caracterizados por uma alternincia de valores
periovulatorios baixos e altos na fase lutea. Nas ovelhas gestantes, a concentra¢io plasmatica
de P, segue uma tendéncia semelhante a fase litea do ciclo estral, porém os niveis de
progesterona permanecem altos por toda a gestacdo, sendo, no inicio, apenas produzida pelo
CL e, a partir do 50° dia, passa a ser produzida principalmente pela placenta (THIMONIER,
2000), diferentemente da cabra, cuja produgdo placentdria de progesterona nao € significativa
(BUTTLE, 1978).

A concentragdo de progesterona plasmatica pode ser utilizada para monitorar a
atividade reprodutiva em ovelhas (COELHO et al., 2006), cabras (CHEMINEAU et al., 1982)
e novilhas (OYEDIPE et al., 1986). As ovelhas sio consideradas em anestro se nunca
excederem a concentragdo plasmadtica de progesterona de 1 ng/mL durante mais de duas
amostras consecutivas ou durante um periodo de 10 dias. A concentracdo de P4 plasmética
mostra um modelo anual diferente de secrecdo entre as ovelhas da raga Santa In€s, Romney
Marsh e Suffolk, mantidas em fotoperiodo natural. Nao ha variagdo sazonal nas concentracdes

plasméticas de P4 para as fémeas da raca Santa Inés, o padrdo de secre¢do é constante ao
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longo de todo o ano. Entretanto, o padrdo de secrecdo de P, das ovelhas das ragcas Romney
Marsh e Suffolk varia com a estacdo do ano (COELHO et al., 2006).

A concentragdo de progesterona plasmatica em ovinos, dosada por enzimaimunoensaio
(MUKASA e VIVIANI, 1992) e radioimunoensaio (RANILLA et al., 1994) apresenta-se
basal (<1 ng/mL) no estro, aumentando e permanecendo elevada durante toda a gestagdo,
alcangando concentragdo mdxima no terco final e, nas ultimas trés semanas, ocorre uma
diminui¢do que se acentua nos ultimos 3 dias de gestacdo, para alcancar niveis basais 2 dias
apds o parto (MUKASA e VIVIANI, 1992; RANILLA et al., 1994; BOSCOS et al., 2003;
ALEXANDER et al., 2008; GANAIE et al., 2009). Mukasa e Viviani (1992) nao relataram
correlacdo entre a concentra¢do de P4 durante a gestacdo e o peso, 0 sexo ou o numero de
fetos. Entretanto, Ranilla et al. (1997) e Karen et al. (2006) relataram que as ovelhas gestante
de gémeos apresentam maior concentracdo de P4 plasmatica da 12* a 20* semana de gestac@o
do que as que gestam apenas um cordeiro. O peso ao nascimento do cordeiro pode estar
correlacionado com a concentragdo de P, plasmdtica da 9* a 19* semana de gestacdo
(RANILLA et al., 1997).

Em cabras, a concentragdo de progesterona plasmdtica se mantém em niveis basais
durante o cio, aumentando durante a fase litea (KHANUM et al., 2008). A concentracdo
média de P4 durante a fase litea, apds estros induzidos, é maior que apds estros naturais,
devido ao maior nimero de CL (CHEMINEAU et al, 1982). Durante a gestacdo, a
concentracdo de progesterona plasmatica € mantida alta com uma larga variacao (2,6 a 10,8
ng/mL), tendo um padrdo semelhante entre as racas (KHANUM et al., 2008). Durante a
gestacdo, a concentracdo média de P4 tem variacOes semanais entre os animais € entre o
periodo de gestacdo, mas ndo tem variacdes significativas entre as racas ou pelo nimero de
fetos (SOUZA et al., 1999).

A concentragdo de P4 plasmadtica € uma varidvel cldssica para diagnéstico de prenhez
em vérias espécies de mamiferos (BOSCOS et al., 2003). Além de ser uma ferramenta
importante para o monitoramento da gestacdo, permite identificar em que momento da
gestacao hd maior incidéncia de perdas (THIMONIER, 2000; TRALDI et al., 2007).

A avaliagdo da concentragdo de P, plasmaética, nos dias 16 a 18 apds o acasalamento
ou inseminacao artificial (IA), em ovinos é recomendada como um teste de prenhez precoce
com alta sensibilidade (88-100%) (DE NICOLA et al., 2008; BARBATO et al., 2009).
Entretanto, a especificidade do teste para ovelhas ndo-prenhes é varidvel (KAREN et al.,
2003). A acuracia do diagndstico positivo de prenhez (85.3%) é mais baixo que a acurdcia do

diagndstico negativo (98,3%) (BOSCOS et al., 2003). A comparacdo da concentracdo de P4 na
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hora do acasalamento com a concentragdo de P, no D18 pode aumentar a acuricia do
diagndstico de gestacao (SUSMEL e PIASENTIER, 1992)

O wuso de diferentes métodos de dosagens, enzimaimunoensaio (EIA),
radioimunoensaio (RIE) e quimiluminescéncia, podem determinar a concentracdo de P4 para o
diagndstico de prenhez (BOSCOS et al., 2003; ALEXANDER et al., 2008). Resultados em
cabras mostram que a dosagem por radioimunoensaio de P4 tanto no soro, como nas fezes,
pode ser usada como um método de diagndstico de prenhez (CAPEZZUTO et al., 2008).

Embora avaliacdo da concentracdo de P4 no plasma seja usada para o diagndstico
precoce de prenhez em pequenos ruminantes, ndo hd um consenso quanto a concentragdo de
P, discriminatéria entre animais prenhes ou nao (BOSCOS et al., 2003). Karen et al. (2003)
consideraram a concentra¢do plasmética de P4 > 1 ng/mL, mensurada por radioimunoensaio
(RIA), como concentragdo indicativa de tecido luteal ativo, e essa concentracdo, 18 dias apds
a IA, pode ser discriminatdria entre ovelhas prenhes e ndo-prenhes, enquanto, Boscos et al.
(2003), utilizando a dosagem de P4 por enzimaimunoensaio (EIA), consideraram uma
concentracdo de P4 mais elevada (> 2,5 ng/mL) como sendo determinante da prenhez. Estas
diferencas entre as concentracdes de P4 das ovelhas prenhes e entre os niveis discriminatoérios
podem ser atribuidas a diferencas na sensibilidade do ensaio utilizado, diferencas individuais,
racas e manejo (BOSCOS et al., 2003).

E essencial que dados exatos do manejo reprodutivo (detec¢io de estros, data da
cobertura ou IA) estejam disponiveis para uma interpretacdo correta dos resultados da
dosagem de P, (DIONYSIUS, 1991; SUSMEL e PIASENTIER, 1992), sendo assim, uma
baixa concentragdo de P; (< Ing/mL) indica que o animal ndo estd prenhe. Uma alta
concentracdo de P4 apenas confirma a existéncia de tecido luteal ativo nos ovdrios que pode
ser devido a prenhez ou por outras condi¢des que podem prolongar a vida do corpo liteo
(hidrometra, mucometra, piometra e mumificagcdo fetal). Esta € uma importante limitacdo da
dosagem de P4 para o diagndstico de gestacdo precoce (BOSCOS et al., 2003; TRALDI et al.,
2004; BARBATO et al., 2009).

2.6 — QUIMIOLUMINESCENCIA

Os métodos diretos de radioimunoensaio, para dosagem de hormodnios esteroides no

soro ou plasma de humanos, representaram um avango importante na andlise clinica de rotina,
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sendo a técnica mais sensivel e precisa utilizada (DE BOEVER et al., 1984). No entanto,
envolve o uso de antigenos marcados com isétopos radioativos, o que gerou diversos
problemas, incluindo (a) conservacdo e estabilidade dos componentes marcados
radioativamente; (b) perigos para a satide associados com o uso e a eliminagao dos compostos
radioativos e os solventes necessdrios para cintilagdo; e (c¢) o alto custo e manutencdo de
equipamentos (KIM et al., 1982; DE BOEVER et al., 1984; KOHEN et al., 1986; CIARLINI
et al., 2002). A utilizacdo de marcadores quimioluminescentes, como os derivados do
isoluminol e os devirados do éster de acridio, foram sugeridos como alternativa para superar
as desvantagens do radioimunoensaio, mantendo a especificidade, sensibilidade e precisdo da
reacdo antigeno anticorpo (KIM et al., 1982; RICHARDSON et al., 1985).

Como vantagens do uso dos marcadores quimioluminescentes comparado ao

radioimunoensaio com I %

destacam se: (a) ndo utiliza material radioativo, (b) possui prazos
maiores de validade do que as metodologias tradicionais de radioimunoensaio; (c) € um
método automatizado, em que ndo ha manuseio de amostras e reagentes, evitando-se, assim,
os tradicionais erros de pipetagem e trocas de reagentes; sendo possivel também propiciar
técnicas com resultados muito mais apurados do ponto de vista do coeficiente de variagao
intraensaio e diminuir o risco de acidentes com materiais biolgicos ou reagentes, oferecendo
maior seguranca ao operador; (d) em virtude da alta performance de automacdo do aparelho,
as transferéncias de liquidos e pipetagens sdo feitas de maneira precisa, com seguranga para a
execugdo dos testes em uniplicata; e (e) possibilita a execugdo de varios testes diferentes em
uma mesma amostra de uma unica vez, oferecendo maior rapidez para a obtencdo dos
resultados IMMULITE, 1996; CIARLINI et al., 2002)

Kim et al. (1982) descreveram um imunoensaio por quimioluminescéncia de fase
s0lida para a mensuragdo de estradiol-178, no plasma de mulheres. O método tem
sensibilidade (1,5 + 0,2 pg por amostra), especificidade, precisdo (CV% intraensaio 9,4%,
entre-ensaio 7,9%) e acuricia semelhantes a um radioimunoensaio, com uma alta correlagcdo
(r= 0,97). A quimioluminescencia € iniciada pela oxida¢do do marcador, isoluminol. O
rendimento de luz € inversamente proporcional a concentracio de esteroide da amostra (KIM
et al., 1982).

Nao ha didvida de que a quimioluminescéncia j4 atingiu um estado comparédvel com a
do RIA em termos de sensibilidade e de confiabilidade. Com o desenvolvimento de
marcadores mais eficientes (por exemplo, derivados de acridio), sistemas mais simples de
oxidagdo e técnicas imunoquimioluminométricas, a possibilidade de obtencdo de

sensibilidades maiores do que aquelas até agora alcancadas deve tornar-se uma realidade.
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Além disso, a disponibilidade de instrumentos extremamente confidveis relativamente baratos
e simples ird facilitar a aceitabilidade da técnica de quimioluminescéncia em andlise clinica
(KIM et al., 1982).

Richardson et al. (1985) relataram um imunoensaio por quimioluminescéncia
utilizando antigeno marcado com éster de acridio para mensurar a progesterona extraida do
plasma de mulheres, obtendo-se uma boa correlagcdo com o RIA (r = 0,93). A sensibilidade, ou
seja, a quantidade minima do hormoénio possivel de ser dosado na amostra foi de 0,64 + 0,2
nmol/L. Para testar a acuricia da dosagem por quimioluminescéncia, amostras dosadas por
RIA receberam quantias crescentes de progesterona e foram dosadas novamente com RIA e
quimioluminescéncia. Os resultados tiveram uma variacao de -2,2% a -9,5%. Para estimar a
variacdo intraensaio, dez amostras foram mensuradas em duplicata dentro de um tnico ensaio
(CV% 7,2 a 12,5%). Para estimar a variacdo entre-ensaio, cinco ensaios foram feitos trés
vezes separadamente (CV% 12,4 a 23,3%) (RICHARDSON et al., 1985).

Amostras de plasma de mulheres ndo-gestantes em diferentes fases do ciclo menstrual
foram extraidas com éster de petrdleo, e os extratos tiveram a progesterona mensurada por
RIA e por imunoensaio de quimioluminescéncia. Os resultados dos dois métodos obtiveram
boa correlacio (r=0,97) e a sensibilidade alcancada (25 pg/amostra) é compardvel a obtida por
meio do RIA, e € satisfatdria para a mensuracdo de progesterona no plasma (KOHEN et al.,
1979).

Até a década de 80, o desenvolvimento de um imunoensaio por quimioluminescéncia
de esteroides gonadais no soro ndo extraido era considerado muito dificil, se ndo impossivel,
devido principalmente a conviccdo de que as substdncias no soro que interferem na
mensuracdo da luminescéncia ndo podiam ser eliminadas de forma adequada, dando origem a
quimioluminescéncia de fundo, variavelmente elevada, que limitava muito a sensibilidade e a
acurdcia. No entanto, a utilizacdo de uma fracdo de IgG purificada de anticorpos policlonais
antiprogesterona, covalentemente ligados a esferas de poliacrilamida, em um imunoensaio de
quimioluminescéncia direto de fase sélida para a progesterona no soro, com a inclusdao do
Danazol como um agente de deslocamento para inibir a ligacdo da progesterona as proteinas
do soro, alcancou resultados comparados com aqueles obtidos por RIA. Isso demonstra que a
progesterona pode ser dosada diretamente do plasma com um método direto de
quimioluminescéncia em fase sélida, que € preciso e sensivel. O método direto de
quimioluminescéncia apresentou uma sensibilidade de 0,54 nmol/L. (DE BOEVER et al.,

1984).
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Ja h4 algum tempo existem vdarios métodos analiticos que utilizam o principio da
quimiluminescéncia, porém, o método imunoenzimatico amplificado € atualmente o mais
utilizado na rotina laboratorial em humanos no Brasil; no exterior, comercialmente conhecido
como Immulite® (DPC Diagnostic Prodllcts Corporation, Los Angeles, USA) (CIARLINI et
al., 2002). O método consiste em uma unidade teste com uma pérola revestida com anticorpo
policlonal especifico para o hormodnio a ser dosado, na qual adiciona-se o soro do paciente € a
fosfatase alcalina conjugada, para que ocorra a competi¢do entre o esteroide e a enzima
marcada, por um nimero limitado de sitios ligantes do anticorpo. A enzima conjugada nao-
ligada é removida por centrifugacdo para a parte coaxial da unidade teste. Por fim, adiciona-se
o substrato quimioluminescente - éster fosfato de adamantil dioxetano e realiza-se a leitura no
luminémetro (CIARLINI et al., 2002). Existe uma relagdo inversa entre a quantidade de
progesterona presente na amostra de soro e a quantidade de unidades de luz relativas
detectadas pelo sistema (LEE et al., 2010).

No comércio, estdo disponiveis para a medicina humana mais de 300 kits de
quimioluminescéncia uteis para o diagndstico de processos alérgicos, neopldsicos e de
doencas infecciosas, assim como, ensaios destinados a avaliagdo enddcrina, a determinagao de
citocinas e ao monitoramento de drogas, dentre outros. Entretanto, para a medicina
veterindria, hd poucos kits de quimioluminescéncia disponiveis comercialmente. Semelhante
ao que ocorre com a metodologia do RIA, alguns testes de quimioluminescéncia disponiveis
comercialmente podem potencialmente ser utilizados na medicina veterindria. Para tal, ha
necessidade de se fazer mais estudos comparando os ensaios de quimioluminescéncia com
outras metodologias disponiveis. Em virtude do potencial de seu uso na medicina veterindria,
tém sido divulgados resultados iniciais que demonstram a eficiéncia do sistema Immulite®
(CIARLINI et al., 2002).

Nos ultimos anos, ocorreu um grande desenvolvimento das metodologias de ensaios
analiticos baseadas no principio da quimioluminescéncia, cuja eficiéncia tem sido
comprovada (CIARLINI et al., 2002). Lee et al. (2010), descrevendo um método primério de
mensuragdo de progesterona para certificacdo de materiais de referéncia, distribuiram
amostras previamente dosadas para laboratdrios de andlises clinicas comerciais, que utilizam
os métodos de quimioluminescéncia. Os resultados mostraram grande variagdo entre os
laboratdrios clinicos, por causa da baixa concentracdo de progesterona das amostras. Os
resultados dos laboratérios clinicos ndo concordaram com a do método proposto, visto que,
embora o método de quimioluminescéncia tenha uma sensibilidade analitica de 0,21 ng mL-1,

a variancia entre laboratdrios clinicos era grande. O valor de um laboratério era quase 16
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vezes maior do que o de outro laboratério. Portanto, recomenda-se que a certificacdo dos
valores atribuidos aos calibradores ou materiais de controle deve ser assegurada por meio de
procedimentos disponiveis de mensuracdo de referéncia (LEE et al., 2010).

A aplicagdo desta metodologia em diferentes dreas da medicina humana e veterindria
merece discussdo, particularmente por ser um recurso analitico ecologicamente mais correto,
ndo baseado em radiois6topos e, portanto, dentro dos preceitos modernos de

biosseguranca.(CIARLINI et al., 2002).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de progesterona plasmatico determinado por um sistema automatizado de
quimioluminescéncia IMMULITE I, SIEMENS) apés a sincronizagdo do estro e ao longo da

gestacdo, em ovelhas da raca Santa Inés.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validar a dosagem de P, por quimioluminescéncia em ovinos da Raca Santa Inés.

- Determinar o perfil de progesterona plasmatico ao longo da gestagao.



p—
OO0 B~ W~

11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33

34
35

36

37

22

Avaliacao do perfil de progesterona plasmatico em ovinos por quimioluminescéncia
durante a gestacao

Hugo Louvain da Silva Lima', Maria Clara Caldas-Bussiere?, Angelo José Burla
Diasz, Marcia Rezende Faes3, Celia Raquel Quirinoz, Anneliese de Souza Traldi*

! Mestrando em Ciéncia Animal — UENF
2 Prof. Dr., Laboratério de Reprodug¢do e Melhoramento Genético Animal, CCTA, UENF
3 Médica Veterindria, Laboratério de Reprodugao e Melhoramento Genético Animal, HV,
UENF
* Prof. Dr. — Departamento de Reproducdo Animal, FMVZ, USP

RESUMO - Objetivou-se avaliar o perfil de progesterona plasmético, apds a
sincroniza¢do do estro e ao longo da gestacdo, em dez ovelhas da raca Santa Inés, e a
possibilidade de diagndstico precoce de gestacdo por um sistema automatizado de
quimioluminescéncia. As ovelhas tiveram o estro sincronizado e foram acasaladas por
monta natural controlada. As amostras de plasma para dosagem de P, foram colhidas apds
a sincronizagdo e durante a gestacdo. A dosagem da P, foi determinada por imunoensaio
competitivo que usa a quimioluminescéncia direta. Foi considerado DO o dia da
manifestacdo do estro. O diagndstico de gestacdo foi realizado no D25 por meio da
ultrassonografia transretal, classificando os animais em ndo-prenhes (NP, n = 4), e prenhes
(P, n = 6). A concentracdo plasmética de P, permaneceu baixa e sem diferenca significativa
(p>0,05) do DO ao D2 em ambos os grupos, NP e P. No D9, houve uma elevag¢do nos dois
grupos (NP e P) (3,00 £ 1,13; 4,43 + 0,47 ng/mL, respectivamente NP e P). Do D16 ao
D18, houve diferenca significativa (p<0,05) entre NP e P D16 (NP 2,67 + 1,25 ng/mL, e P
4,65 £ 0,82 ng/mL), D17 (NP 2,17 + 1,44 ng/mL, e P 5,40 £ 2,49 ng/mL) e D18 (NP 2,17
+ 1,67 ng/mL, e P 4,80 £ 1,39 ng/mL). Os animais P permaneceram com a concentragao
plasmatica de P, elevada por toda a gestagdo. Do D9 (4,43 + 0,47 ng/mL) ao D96 (4,70 +
1,70 ng/mL), ndo houve grandes variacdes na concentracdo de P, em ambos os grupos A
concentracdo plasmatica de P4 maxima foi no D132 (11,87 + 4,31 ng/mL), diminuindo até
o parto (1,30 = 0,28 ng/mL) e permanecendo basal apds o parto. A técnica de

quimioluminescéncia € vidvel para avaliar o perfil de P4 plasmatico em ovinos.

Palavras-chave: progesterona plasmadtica, quimioluminescéncia, ovelhas, gestacao.
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Introducao

A mensuracdo da progesterona (P4) plasmatica em ovinos € um confidvel indicador
da funcao do corpo liteo, sendo, com isso, possivel identificar e monitorar os diferentes
estadios fisiologicos da fémea (Thimonier, 2000). A progesterona ¢ um hormonio esteroide
especialmente importante na preparagdo do tutero para a implantacdo do embrido e na
manutencdo da gestacdo (Ren et al., 2008). A concentracdo de progesterona plasmatica
determinada em ovelhas 18 dias apés a inseminagdo artificial por enzimaimunoensaio
(ETA) e radioimunoensaio (RIA) demonstrou alta acuricia para o diagndstico de gestacao
(Susmel e Piasentier, 1992; Karen et al., 2003). Entretanto, a maioria dos estudos tem-se
limitado as primeiras semanas de gestacdo. O perfil plasmatico de P4 pode ser usado para
monitorar a gestacdo, pois as perdas embrionarias em ovelhas resultam da baixa
concentracdo de progesterona plasmédtica (Mukasa e Viviani, 1992; Ranilla et al., 1994).

Alguns métodos t€m sido descritos para a mensuracdo da P, plasmaética, tais como,
radioimunoensaio e enzimaimunoensaio (Karen et al., 2003; Boscos et al., 2003).
Entretanto, existem algumas desvantagens: o RIA tem problemas associados com o
marcador radioativo, como nocividade para o operador, além de baixa estabilidade do
marcador. J4 o EIA ndo tem a mesma sensibilidade do RIA e pode nao atender a exigéncia
de uma avaliacao precisa de P4 em baixa concentracdo (Ren et al., 2008).

A mensuracdo da P, plasmdtica por quimioluminescéncia é o método utilizado na
rotina laboratorial em mulheres para superar as desvantagens do RIA, mantendo a
especificidade e sensibilidade (Richardson et al., 1985). Na Medicina Veterindria,
semelhante ao que ocorre com a metodologia do RIA, potencialmente, alguns testes de

quimioluminescéncia disponiveis no comércio podem ser utilizados. Para tal, ha
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necessidade de se fazer mais estudos para validar a dosagem de progesterona plasmaética
por quimioluminescéncia em animais (Ciarlini et al., 2002).

Objetivou-se validar a dosagem de progesterona plasmdtica em ovinos por
quimioluminescéncia e avaliar o perfil de progesterona plasmatica, apds a sincronizagao do
estro e ao longo da gestacdo em ovelhas da raga Santa Iné€s, com isso, possibilitando o
diagnéstico precoce de gestacdo por meio desta técnica de mensuragdo de progesterona

plasmatica.

Material e Métodos

Foram utilizadas dez ovelhas da raga Santa Inés, higidas, com idade entre 2 e 4 anos.
Os animais foram mantidos em fotoperiodo natural durante o verdo. Durante o dia, os
animais permaneceram em piquetes de capim estrela (Cynodon nlemfuensis vr.
Nlemfuensis), com dgua e sal mineral ad libtum. Durante o periodo noturno, receberam

capim elefante (Pennisetum purpureum) picado no cocho, sem suplementacdo com

concentrado.
Todos os animais foram avaliados por ultrassonografia e apresentaram pelo menos
dois ciclos estrais normais antes do inicio do experimento. Os estros foram sincronizados

com um protocolo de 9 dias com pessdrios vaginais contendo 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) (Progespon, Intervet Schering, Sdao Paulo- SP, Brasil),
introduzido em um dia aleatério do ciclo estral DO. Apés 7 dias (D-7), foram aplicados 200
Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Novormon, Intervet Schering, Sdo Paulo- SP,
Brasil), e 100 pg de cloprostenol (Ciosin, Intervet Schering, Sao Paulo- SP, Brasil). O

pessario vaginal foi retirado no 9° dia (D-9). As ovelhas foram separadas em dois lotes de
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cinco animais cada e apresentadas duas vezes ao dia aos reprodutores para deteccdo dos
sinais de estro e acasalamentos, nas primeiras 72 horas apds a retirada dos pessarios.

As amostras de plasma sanguineo para dosagem de P, foram colhidas nos dias DO
(DO - dia da manifestacdo do estro), D1, D2, e D9. Do D15 ao D25, as colheitas foram
didrias, visando avaliar regressdo do corpo liteo nas ovelhas ndo-gestantes ou morte
embriondria tardia. Do D26 ao D148, o plasma foi colhido semanalmente. A partir do
D148, as amostras foram colhidas diariamente até dois dias apds o parto. No D25, foi
realizado o diagndstico de gestacdo por ultrassonografia transretal com transdutor de 8
Mhz (Pie Medical Falco 100, Nutricell, Sdo Paulo, Brasil). O exame foi repetido
semanalmente até a 10" semana de gestagdo. As ovelhas ndo-gestantes tiveram a
concentracdo plasmatica de P, mensurada apenas até o D18.

Para a obtencdo do plasma, o sangue foi colhido em tubo heparinizado e centrifugado
a 1700 x g durante 10 minutos, sob refrigeracdo (4°C), imediatamente apds a colheita. O
plasma foi aliquotado em tubos individualizados, identificados e estocado a -20°C. Para as
dosagens de Ps, o plasma foi descongelado em temperatura ambiente € novamente
centrifugado a 1700 g durante 10 minutos, sem refrigeracao.

A mensuracido de P; foi determinada por um sistema automatizado de
quimioluminescéncia (Immulite I ®, Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Los Angeles,
CA, USA) utilizando um imunoensaio competitivo que se baseia na tecnologia de
quimioluminescéncia direta, com uma sensibilidade analitica de 0,2 ng/mL e uma precisao
intraensaio de 6,3 a 16%, e precisdo interensaio de 5,8 a 16%. Para validar o ensaio de
quimioluminescéncia para progesterona plasmdtica em ovinos, foi realizada uma curva de
diluicao seriada (16/16, 8/16, 4/16, 2/16, 1/16) para avaliar se havia deslocamento da

concentracao de P4, como apresentado na figura 1 (Fig. 1).
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Fig. 1 — Deslocamento da concentragdo plasmética de P4 de ovelhas da raca Santa Inés,

mensurada por quimioluminescéncia, apresentando os resultados observados e

esperados em diferentes dilui¢des (16/16, 8/16, 4/16, 2/16, 1/16).

Os dados foram tabulados e posteriormente analisados pelo sistema SAS (Statistical
Analysis System, 1996). Foram avaliadas a consisténcia dos dados e a estatistica descritiva
(PROC MEANS, PROC FREQ, PROC UNIVARIATE, SAS). Para realizar a anilise de
variancia, os valores das dosagens foram transformados em logaritmos (log)o), utilizando-

se o teste Student Newman Keuls, com um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Durante o periodo de rufiacdo e acasalamento, todos os animais (n=10) apresentaram
sinais clinicos de estro no intervalo de 36 a 72 horas apds a retirada do pessario vaginal,
com uma maior concentracdo (n=6) entre 48 a 60 horas. A taxa de gestacao detectada por
ultrassonografia foi de 60% (n=6) e os animais classificados em ndo-prenhes (NP, n = 4) e
prenhes (P, n =6). Uma das ovelhas NP apresentou um perfil de P, totalmente fora dos

padrdes esperados, sendo retirada do experimento. As concentracdes plasmaéticas de Py
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129 individual das ovelhas NP e P estdo apresentadas na figura 2 (fig.2) e figura 3 (fig.3),

130 respectivamente.
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133 Fig. 2 - Concentracdo de progesterona plasmatica individual dos animais
134 diagnosticados como nao-prenhes (NP), mensurada por
135 quimioluminescencéncia. (A) animal 1, (B) animal 2 e (C) animal 3.

136
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Fig. 3 — Concentracdo de progesterona plasmatica individual dos animais diagnosticados
como prenhes (P), mensurada por quimioluminescéncia; (A) animal 4; (B) animal

5; (C) animal 6; (D) animal 7; (E) animal 8; (F) animal 9.

A concentragdo plasmdtica de P, permaneceu baixa e sem diferenca significativa
(p>0,05) do DO ao D2 em ambos NP e P: DO 1,20 £ 0,17; 1,23 + 0,36 ng/mL, D1 1,23 +
0,15; 1,45 £ 0,34 ng/mL e D2 2,00 £ 0,61; 1,60 + 0,10, respectivamente, periodo em que os
animais manifestaram estro. A elevagao de P4 evidenciada nos dois grupos (NP e P) no D9
sinalizou ovulacdo em todos os animais experimentais (3,00 £ 1,13; 4,43 + 0,47 ng/mL,
respectivamente NP e P).

Nas ovelhas NP, houve uma significativa diminui¢dao da concentracdo plasmética de
P, do D16 ao D18, gerando uma diferenca significativa (P< 0,05) entre as ovelhas NP e P
nos D16 (NP 2,67 + 1,25 ng/mL, e P 4,65 + 0,82 ng/mL), D17 (NP 2,17 £ 1,44 ng/mL, e P

5,40 £2,49 ng/mL) e D18 (NP 2,17 + 1,67 ng/mL, e P 4,80 + 1,39 ng/mL) (Fig. 4).
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As ovelhas P permaneceram com a concentracao plasmatica de P4 elevada por toda a
gestacdo, como apresentada na figura 5 (fig. 5). Nos animais do grupo P, ndo houve
diferenca marcante na concentracao de P, do D9 (4,43 + 0,47 ng/mL) ao D96 (4,70 = 1,70
ng/mL). A partir do D96, ocorreu um aumento gradativo da concentragao plasmaética de Py,
possivelmente de origem placentdria, alcancando concentragdes maximas no D132 (11,87
+ 4,31 ng/mL), decaindo gradativamente até o parto (1,30 £ 0,28 ng/mL) e permanecendo
com concentragdo basal semelhante a alcangada no estro até a ultima dosagem, 2 dias apds

o parto. A gestacdo teve uma duragdo média de 152 + 3 dias.

10 -
S %
g
s 6
=1
=]

g 4-
2
S
=W
0

0 1 2 9 15 16 17 18

Dias pos estro

Fig. 4 — Média da concentracdo de progesterona plasmatica das ovelhas nao-prenhes (NP),

apos a sincronizacao do estro, mensurada por quimioluminescéncia.
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Fig. 5 — Média da concentragdo de progesterona plasmdtica mensurada por

quimioluminescéncia das ovelhas prenhes (P), durante a gestacdo.

Discussao

Apesar de a sensibilidade analitica do método utilizado ser de 0,2 ng/mL, todas as
ovelhas experimentais apresentaram concentragao de P4 plasmética maior que 1,0 ng/mL
tanto no momento do estro quanto no pos parto, sendo considerada a concentragdo < 2,00
ng/mL como basal, valor superior ao relatado por Mukasa e Viviani (1992) (<1 ng/mL),
utilizando enzimaimunoensaio, ¢ Ranilla et al. (1994) e Karen et al. (2003), com
radioimunoensaio. Segundo Boscos et al. (2003), essa diferenca pode ser atribuida a
sensibilidade dos métodos e a varidveis na padronizacdo laboratorial.

Entre DO e D2, momento da manifestagdo do estro, a concentracdo plasmaética de Py
foi considerada basal. Tal resultado foi semelhante ao descrito por Braun et al. (1988),
Karen et al. (2003) e Alexander et al. (2008), que avaliaram o perfil plasmatico de P, em
ovinos utilizando enzimaimunoensaio, radioimunoensaio e quimioluminescéncia,

respectivamente.
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O aumento da concentra¢do de P4 do DO ao D9, tanto nas ovelhas NP como nas P,
indicou a ovulacdo e a formagdo do corpo liteo com atividade secretora de P4. Nao houve
diferencga significativa na concentracdo plasmdtica de P4 durante a fase do diestro (D9)
entre as ovelhas prenhes e nao-prenhes, semelhante ao relatado por deNicolo et al. (2009)
em ovelhas ciclicas

As ovelhas diagnosticadas como NP pela ultrassonografia apresentaram um declinio
na concentragdo de Psdo D16 ao D18, indicando lutedlise, conforme relatado, para ovelhas
com ciclos estrais normais, por Cunningham et al. (1975); Karsch et al. (1980); Pineda,
(2003). A diferenca significativa entre a concentragdo de P4 das ovelhas diagnosticadas NP
e P no D18 estd em concordancia com os resultados de Boscos et al. (2003); Karen et al.
(2003); deNicolo et al. (2008) e Barbato et al. (2009), os quais utilizaram
enzimaimunoensaio (EIA) e radioimunoensaio (RIA) para dosagem da P, plasmadtica de
ovinos. A mensuracdo da P4, no D18, apds o inicio do estro ou IA da ovelha, é recomendada
como um método de diagndstico de gestacdo precoce com alta sensibilidade (88-100%)
(Barbato et al., 2009). Entretanto, a especificidade do teste para a ndo-prenhez é varidvel
(60-100%; Karen et al., 2003).

Existem algumas limitacdes da mensuragdo da concentragao de P4 como método de
diagnostico de gestacdo precoce. Sao necessarios dados precisos do manejo reprodutivo
dos animais (detec¢do de cio, data de acasalamento ou IA), para a interpretacio correta dos
resultados (Dionysius, 1991; Susmel e Piasentier, 1992). Uma alta concentracdo de P4
plasmdtica no D18 apds a IA, para ser um resultado positivo para gestacdo, deve ser
diferenciada de outras condi¢des que prolonguem a vida do CL, como pseudogestacio
hidrometra, mucometra, piometra, € mumificacao fetal (Boscos et al., 2003; Traldi et al.,
2004; Barbato et al., 2009). Contudo, a avaliagdo da concentra¢do de P, no dia da [A e 18

dias ap6s pode reduzir o nimero de falsos positivos, jd que os animais que apresentarem
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concentracdo alta de P4 no dia da IA ndo estariam realmente no estro (Susmel e Piasentier,
1992; Karen et al., 2003).

A anélise de perfis de progesterona nos permite avaliar se ocorreu ovulacdo, perda
embriondria e lutedlise prematura, como também indica a funcao litea, na medida em que
a concentracao plasmética € um reflexo da atividade luteinica (deNicolo et al., 2009).

A concentracdo de P4 plasmética das ovelhas P permaneceu elevada ao longo de toda
a gestacdo, alcancando concentragdo maxima no D132. Apds, teve inicio uma diminuicao
gradativa, acentuando-se nos ultimos dias de gestacdo e, alcancando, no parto, uma
concentracdo préxima aquelas do estro semelhante ao relatado na mesma espécie por
Mukasa e Viviani (1992), Ranilla et al. (1994), Boscos et al. (2003), Alexander et al.
(2008) e Ganaie et al. (2009).

Em geral, a concentracio média de P, plasmdtica em ovelhas prenhes nao sofre
alteracdo significativa até o terco final da gestacdo, quando a placenta atinge sua maxima
atividade esteroidogénica na produgdao de P,. Segundo Ranilla et al.(1997) e Karen et
al.(2006), essa alta concentracdo de P4 no terco final da gestagdo pode estar relacionada
com o ndmero de fetos e o peso ao nascimento do cordeiro.

O perfil da concentracdo de P4 plasmdtica mensurada por quimioluminescéncia
durante a gestacdo foi semelhante ao relatado por Mukasa e Viviani (1992) e Ranilla et al.
(1994) utilizando métodos com enzimaimunoensaio e radioimunoensaio, respectivamente.
Tais métodos sdo os mais utilizados para a dosagem de P, em medicina veterindria, o que
permite sugerir que o método de dosagem por quimioluminescéncia pode ser utilizado para
a dosagem de progesterona em ovinos. Em adicdo, a dosagem de P, por
quimioluminescéncia ndo necessita de duplicata, ndo requer o uso de marcadores
radioativos e € realizada por um sistema totalmente automatizado, diminuindo assim os

N

erros relacionados a pipetagem, além de ser um método tdo preciso quanto o de
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radioimunoensaio (Kim et al., 1982; Richardson et al., 1985; Immulite, 1996; Ciarllni et
al., 2002).

Conclusao

A técnica de quimioluminescéncia € um método confidvel para mensurar a

concentracdo de progesterona plasmaética no ciclo estral e gestacao de ovinos.
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