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1. INTRODUCAO

A endocrinologia, ciéncia que estuda as glindulas enddcrinas, suas
fungbes, suas alteragSes e, por conseguinte os hormdnios e seus receptores,
com o advento de modernos métodos imunoldgicos de andlises hormonais,
estd se expandindo na pritica veterindria, contribuindo, desta forma, para o
diagnéstico de problemas reprodutivos na fémea e no macho, Esta expansio
implica na melhoria do desempenho reprodutivo dos rebanhos, mediante o
descarte de animais improdutivos, especialmente por permitir diagndsticos
precoces ¢ precisos de alteragdes ao nivel de hipotilamo, hipdfise e gdnadas.

Sido disponfveis diversos métodos de andlise hormonal come o ELISA
{enzimoimunoensaio-absorvente), 0 EIA (enzimoimunoensaio), o FIA (imu-
noensaic fluorescente), o RIA (radioimunoensaio) e o PBA (ensaio de liga-
¢do de protefnas).

Com o advento do RIA, muitos procedimentos de ensaios hormonais
foram desenvolvidos, dando inestimivel contribuigdo para o estudo de
eventos fisiclégicos reprodutivos, tanto na medicina veterindria como na
humana, A técnica do RIA, bem aceita em todo o mundo, possui, como uma
de suas limitagGes, a utilizagio de material radioativo e, como conseqtiéncia,
a produgio de resfduo, ou seja, o lixo radioativo.

A técnica de ELISA apresenta-se como uma alternativa simples e de
execugio pritica, nic causando, aparentemente, nenhum risco A sadde hu-
mana ¢, em particular, ao meio ambiente, ELISA para progesterona j4 se en-
contra disponfvel no Brasil, tanto para ensaios no sangue como no leite, as
espécies bovina, eqlina e sufna, em forma de kits.

Também a técnica de EIA, utilizada para quantificagdo de progesterona
no plasma sanguineo em cabras, revelou valores similares Aqueles descritos
na literatura para 0 RIA e ¢ PBA (Braun et al. 1988).

O propdsito deste trabalho é fornecer maiores esclarecimentos sobre o
aspecto pritico das anélises hormonais em medicina veterindria.

2. ANALISE HORMONAL
2.1. Coleta, manuseio e armazenamento das amostras

Os procedimentos para coleta, manuseio ¢ armazenamento das amostras
devem seguir as recomendagses do laboratSrio que ird realizar as andlises.

Na realiza¢do de ensaios hormonais, pode se utilizar como amostra o
sangue, leite ou tecido, embora este ltimo seja pouco usado em decorréncia
da necessidade de uma manipulagdo mais apurada.

As amostras de sangue devem ser coletadas em frasco heparinizado
(heparina a 1%) apds pungéo da veia jugular ou de outro local, dependendo
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da espécie. Logo apds a coleta, o sangue deve ser refrigerado a 49C, en-
quanto aguarda ser transportado para o laboratSrio, onde & centrifugado a
3.000 rpm durante 10 minutos, e o plasma entiio congelado e estocado a -
200C (Thibier et al. 1982), No caso do soro, obviamente, o frasco nio con-
terd anticoagulante. De acordo com a . Diagnostic Products Corporation
(1987), os anticoagulantes heparina e EDTA nio alteram as concentragdes
de progestcrona quando comparados com O sangue usado sem anucoagulante
(soro). - : e
-E importante que a separagao do plasma clou soro sangufnco seja feita
© mais rdpido possfvel. De acordo com Vahdat et al. (1981), a concentragao
de progesterona em amostras sangufneas antes da separagao do plasma ou
soro comega a diminuir quase que imediatamente apés a coleta e, segundo’
Mukasa-Mugerwa et al. (1989), acarreta alteragdes significativas nos valores
desse horménio. Short (1958), citado por Van Der Molen & Groen (1968},
admitiu que isto ocorre-devido A progesterona ser convertida para 20a —
dibydroxyprogesterona ou para 20B — dihydroxyprogesterona. Qutro fator
que deve ser evitado, por ocasifio da manipulagio das amostras sangufneas, &'
o ato de descongelar e congelar, ou seja, utilizar uma amostra e depois con-'
gelé-la para posterior ensaio (Diagnostic Products Corporation 1987). Caso
haja necessidade de utilizar o soro ou plasma para outras finalidades, deve-
se distribuir o material em frascos separados antes do congelamento.

.. 1 Nas dosagens de progesterona no leite, recomenda-se o uso de conser-
vantes como azida sédia (uma pastilha — Natrium Azide Merk-Art 6687)°
(Alvarez et al. 1989) ou bicarbonato de potéssio (Thibier et al. 1981), A es--
treptomicina também poderd ser usada (Nachreiner 1980). As amostras de”
leite poderdo ser congeladas ou entio refrigeradas a 4°C até a reahzagao do
ensaio (Montigny De et al. 1982), ‘ . no

Os critérios utilizados para coleta de amostras visando a andlise hor--
monal depende do tlpO de horménio que se desc_]a ensaiar e da espécxe em
estudo,

Coletas de sangue para andlise de progesterona, em animais suposta-
mente em anestro, devem ser seriadas, Em vacas, porcas, ovelhas, cabras
e éguas as coletas podem ser realizadas semanalmente e, mensalmente, em
cadelas. A .

J4 para ensaios de estradiol ¢ horménio luteinizante (LH), o esquema
de coleta deve ser mais amidde, com intervalo de no méiximo 30 minutos.
Isto & necessdrio, em virtude da secregio desses hormdnios ser puls4til e
apresentar variagio brusca na amplitude ¢ freqiiéncia dos pulsos. Os piques
de estradiol, em ovelhas, sdo seguidos em questio de minutos por piques de
LH (Cahill et al. 1981). Por ocasiio da prcnhez ou durante o perfodo de
anestro, as coletc:3 podem ser difrias.

~ Atestosterona, assim como o estradiol e o LH também s¢ manifesta
através de piques. Portanto, as coletas devem acontecer durante um certo pe-
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rfodo, de no mfnimo 12 horas, e a intervalo ndo superior a 30 minutos. Um
aumento na concentragio de LH geralmente € seguide por um pulso de tes-
tosterona dentro de trinta minutos, o qual atinge um pique méximo dentro de
60 minutos (Muduuli et al. 1979, Sanford et al. 1974, Katangole et al, 1974
e Schanbacher & Ford 1976). L

Segundo Heresign (1978), o intervalo ideal entre as sucessivas colctas
de sangue é normalmente de 15 minutos para andlise de LH de 15 minutos
para andlise de LH,

Durante o ciclo estral, a concentragio do hormomo folfculo estimulante
(FSH) varia gradatwa.mcnte (Hackett & Hafs 1969) e, por este motivo, os
ensalos deste horménio nio requerem coletas intervaladas por minutos.

De¢ acordo com Muduuli et al. {(1979), a vanagao na concentragio de
FSH durantc o perfodo de 24 horas foi mfnima em bodes da raga Pygmy

3. DIAGNOSTICOS ATRAVES DOS HORMONIOS ESTEROIDES

3.1, Estradlol
3.1.1. Momtoragao do c1clo estral

. Na maioria das espéc1es, o estradlol 17B é conmderado 0 mais potente
~ estrégeno natural produzido pelos ovérios (Baird 1972), enquanto o estrona
" e o estriol sdo secretados em menor quantidade e considerados como produ-
- tos do estradiol {Gomes 1978).

A secregiio dos estrégenos d4-se, na maior parte dos animais, princi-
palmente, nas células da teca do folfculo e & ormndo da metabohzagao dos
andrégenos (Baird 1972). ‘ i

Os ensaios para estrégcnos, em especxa.l o estradlol servem para mo-
nitorar a fase estrogénica do ciclo estral e permitem determinar 0 momento
da ovulagio através das mter-relagoes existentes entre os nfveis de eslradml
eosde LH. ‘

A concentragio plasmc’mca de estradlol na cabra permanece em niveis
basais durante o metaestro € o diestro. Aproximadamente no infcio do estro,
o pique de estradiol oscila de 23,72 a 36, 21 pg/ml com duragao de 27 horas
(Simplicio 1985).

Em ovelhas, os estrégenos siio elevados durante o estro (90 a 95 pglml)
e mostram uma grande flutuagio no meio.do c1c10 variando de 4,0 a
30,0 pg/ml (Wagner 1980).

Em éguas, o pique de estradiol é pronunc1ado aproximadamente 48 ho-
ras antes da ocorréncia do pulso de LH, o qual acontece justo antes da ovu-
lagdo. A concentragio de estradiol, por ocasido do estro nesta espéc:e, varia
de 120 a 140 pg/ml (Wagner 1980). - : C




3.2, Sulfato de Estrona
3.2.1. Diaghﬁstico de prenhez

O sulfato de estrona (E S) € de origem fetoplaoenténa e sua concentra-
¢4o no sangue tem sido usada para auxiliar no diagnéstico de prenhez e mo-
nitoragio da condigio fetal (Nachreiner 1986). Elevados nfveis no pIaSma
sangiifneo e no leite t8ém sido registrados a partir dos 45 e 120 dias de pre-
nhez, na cabra e na vaca, rcspecnvamcntc Na égua ‘este hormdnio & encon-
trado em altas concenu"agoes no soro sangufneo € na urina a pamr dos 100
dias de prenhez, enquanto que, na porca, o sulfato de estrona encontra-se
elevado no soro sangiifneo dos 26 aos 32 dias, ocorrendo uma brusca queda
nas concentragdes logo apds este perfodo (Nachreiner 1986), .

O teste de prenhez com base na determinagio de sulfato de estrona,
tanto no leite como no plasma, em caprinos, ndo d4 resultados falso-positi-
vos com hidrometra ou com corpo liteo persistente (Williams 1986).

3.2.2. Tumor das células de Sértoli

Caées portadores de tumor nas células de Sértoli, geralmente apresentam
concentragdo de sulfato de estrona superior a 10 pg/ml, sendo que, em ani-
mais clinicamente . sadios, . 0s” valores descritos situam-se entre 2,0 a
6,2 pgfml (Nachreiner 1986).

3.2.3. Cnptorqmdlsmo

Consxderando gue o sulfato de estrona € um dos estrdgenos sintetizados
e secretados pelos testfculos dos garanhGes e se encontra em nfveis elevados
na corrente sangiifnea, a andlise de seu perfil é usada no dJagndsuco de
criptorquidismo (Nachreiner 1986). ‘
Ganjan ¢ Kenney (1975) observaram que os animais, cujos testfculos
encontravam-se na cavidade abdominal, apresentam concentragdes de estrd-

£enos totals no plasma sangufnco superior a 10 pg/ml.

3.3. Progesterona

3.3.1. Monitoragio do.ciclo estral e-diagnéstico da atividadé dvéfiana
Os ensaios para progesterona permitem avaliar a func:onahdade ou nao.

dos ovirios e auxiliam na monitoragio do ciclo estral. - :

A progesterona € sintetizada e secretada pnnc:palmcnte pelo corpo lli-
teo, ¢, em pequena quantidade, pelas células da granulosa do folfculo antes



da ovulagédo; pelas adrenais e em algumas espécies domésticas pela pIacenta‘
(Baird 1972).

Nifveis elevados ou bmxos destc hormomo, assoc1ado ao0s dados clfm-
cos do animal, identificam alteragGes ovarianas que se refletem no sistema
reprodutivo como um todo. .

~ Os nfveis de progesterona no plasma pcnfénco, durante o ciclo estral
da cabra, vadam de 0,2 ng/ml no dia do estro a 12,7 ng/ml durante a fase
litea, diminuindo rapidamente aos nfvcls basais durante os ltimos trés dias
do ciclo (Simplicio 19853). . R R :
- No soro sangiifneo, as concentragdes de progesterona na cabra vana-
ram desde nfveis indetectdveis (menores do que 0,01 ng/ml) até o méximo de
12,5 ng/ml, durante o diestro; no leite, estes valores oscilaram entre 0,00 e
4,81 ng/ml durante ¢ ciclo estral (Oliveira 1985).

Quando os valores de progesterona no sangue penfénco s:tuam-se per-
sistentemente abaixo de 1,0 ng/ml, em geral, sio considerados como indica-
tivo de auséncia de corpo liteo funcional (Jain et al. 1980). Portanto, altas
concentragdes de progesterona no plasma sangiifneo sio observadas durante
a fase lutefnica do ciclo estral e na prenhez, e baixas concentragdes por oca-
sido do pré-estro, estro e durante o anestro. Quando as baixas concentragies
persistem, conclui-se que o oviério est4 inativo. Por exemplo, durante o pe-
rfodo pés-parto.

De acordo com Elmore (1986), os nfveis de progesterona também au-
xiliam na determinagio do momento apropriado para realizagéo da insemina-
gdo artificial, sem a utilizagio de outros meios para detecgao do estro, bem
como no dlagndstlco de morte embriondria precoce.

3.3.2. Diagndstico de prenhez

:Em multas espéeies, valores indetectiveis de progesterona indicam au-

séncia de prenhez, Contudo, a presenga de progesterona no soro sangiifneo
nao ocorre tio somente na prenhez, mas na fase hitea do ciclo estral e em al-
gumas patologias reprodutivas.
.. .. A ocorréncia de nfveis elevados de progesterona durante o ¢stto e a
fase hitea do ciclo estral poderd reduzir a margem de seguranga dos resulta-
dos posmvos (Holdsworth & Davies 1979) Por outro lado, estes resultados
poderdo indicar, além de prenhez, uma hidrometra, pseudoprenhez, corpo
hiteo persistente e cisto Iutefnico.

Ensaios de progesterona no perfodo compreendido entre 21 e 24 dias
apds a cobertura ou inseminagdo artificial, tm sido usados satisfatoriamente
tanto no soro sangiifneo como no leite para diagndstico de nio prenhez em
cabras (Holdsworth & Davies 1979 ¢ Williams 1986).

A determinagdo de prenhez e ndo prenhez de amostras coletadas em
cabras aos 21 dias, apSs a cobertura, foi muito mais ficil e precisa quando a
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progesterona foi ensaiada na gordura do leite do que no leite. Isto deve-se ao
fato de que na gordura a concentragdo de progesterona apresenta valores ex-
tremos com relagio & fase hitea (400 nglm]) e fohcular (20 nglml) (Monngny
De et al. 1982). -

Os fatores que interferem na precisio do diagndstico precoce de pre-
nhez na'cabra, através da determinagdo de progesterona no leite, sio a es-
treita faixa de concentragio deste horménio que separa animais prenhes de

ndo prenhes e a variagdo dos valores de progcstemna cntre rebanhos (Thl
bier et al. 1982).

Shemesh et al. (1973) trabalhando com diagnéstico de prenhez em va-
cas dos 19 aos 22 dias e em ovelhas dos 16 aos 21 dias ¢ 32 aos 35 dias ap6s
inseminagio, estabeleceram que quando o valor de progesterona excedia
2,5 ng/ml em vacas e 1,5 ng/ml em ovelhas, estes animais eram considerados
prenhes. A precisio foi de 100% para animais ndo prenhes e 85,0% para
prenhes. Pieterse et al. (1990) observaram que as amostras consideradas po-
sitivas (prenhez) sempre apresentaram mais de 1 ng/ml, embora 20% das ne-
gativas ' (ndo prenhez) também contivessem mais do que 1 ng/ml. Portanto,
deve ser discutida e analisada a influéncia tanto da morte embriondria preco-
ce como da acumulagao de lfquido mt.ra-utcrmo sobre a precisdo desse tlpo
de teste, ' ~

3.3.3. Cistps ovarianos

- Os cistos podem ser considerados como manifestagio clfnica de altera-
¢oes endéerinas multiglandulares envolvendo hipotilamo, hipéfise, ovérios e
adrenais (Grunert & Gregory 1984).

Em vacas, os cistos ovarianos constituem os cistos foliculares ou degc—

neragio cfstica do folfculo de De Graff, cistos lutefnicos ou luteinizados e
corpo hiteo cfstico. Os cistos foliculares e lutefnicos sdo anovulatdnos, en-
quanto que o corpo liteo cistico & ovulatSrio (Roberts 1979).
' -~ Animais com cistos lutefnicos geralmente apresentam elevada concen-
tragio de progesterona no lquido cfstico e soro sangiifneo, enquanto que os
portadores de cistos foliculares exibem baixos nfveis séricos (Youngquist
1986). Em vacas portadoras de cistos parcialmente luteinizados, as concen-
tragSes séricas de progesterona sio quase nulas, encontrando-se o horménio
quase que exclusivamente no Hquido cfstico (Gmnert & Gregory 1984)

3. 4 Testosterona
3.4.1. Puberdade

A puberdade evidencia o infcio da atividade testicular em conseqiiéncia
dos estfmulos das gonadotrofinas sobre as células intersticiais dos testiculos,

10



desencadeando o infcio da sfntese e secreglio de testosterona e conseqiiente
atividade espermatogénica. '

' ‘Mehta et al. (1987), trabalhando com cabritos de 50 a 170 dias de ida-
de, observaram uma varagZo nos nfveis de testosterona plasmdtica entre
0,074 e 7,570 ng/ml.

Em caprinos jovens da raga Moxotd, foram observados nfveis crescen-
tes de testosterona plasmética entre a 102 ¢ 182 semana de idade, enquanto
que na 222 houve um ligeiro decréscimo que se acentuou na 282 semana (E-
loy & Simplicio 1990) (Fig. 1).

Rawlings et al. (1972) observaram uma alta relagio entre testosterona
testicular ¢ plasmética com o nimero de espermatozdides dos 8 aos 10 meses
de idade em bovinos da raga Holstein, sugerindo-se que este horménio esteja
envolvido mais diretamente na iniciagio do que na manutengio da esperma-
togénese, '

Em cameiros, o tamanho dos testfculos est4 correlacionado com as
concentragdes de FSH, LH e testosterona no sangue e esses hormdnios pare-
cem agir simultaneamente nos testfculos aparentemente no inicio da esper-
matogénese (Courot & Ortavant 1981).

SEMANAS DE IDADE
2 _ : 10
] _ - 18

-
~
-
-
-
-
-~
-
-
59
H
=

FIG. 1. Média dos nfveis de testosterona, por semana, de seis capnnos
da ragca Moxoté6 (Eloy & Simplicio, 1990).
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' De acordo com Johnstone (1948) a separac;ao do pcms do prepﬁcm tem
sido apontado como sendo conseqliéncia da agio dos hormdnios testiculares,
“ O desenvolvimento da atividade sexual nos machos est4 associado com
o aumento da fungdo testicular e separagao das aderéncms do prepﬁcm (El-
wishy & Elsawaf 1971).
’ Portanto, segundo Baird (1972) a secnegao de testosterona pelos testf- -
culos mantém o desejo sexual no macho e é responsével pela iniciagdo da li-
bido & puberdade e pelo infcio da estagio scxual em algumas espécms. '

342, Cnptorqmdlsmo

A determinagfio da concentragfio de testosterona no sangue, apSs inje-
do de GnRH ou hCG, poder esclarecer se o animal € criptorguida ou ndo,
como também permite distinguir um animal criptorquida de um castrado. '

Cox et al, (1973) demonstraram que a admlmstragao de 12.000 U.L de
hCG mu’avenosamente, em cavalos chmcamente normais, causaram um sig-
nificativo aumento na concentragio de testosterona dentro de 15 minutos e
que os nfveis permaneceram acima do nfvel basal por um perfodo de uma a
duas horas, 0 mesmo nio acontecendo ¢com os criptorquidas, cuja reago tes- -
ticular ao estfmulo hormonal foi menor.

Em caprinos, o criptorquidismo € hereditdrio e pode ocotrer em animais
intersexo, conforme descrito na raga Angor4 por Smith (1978). At& a pre-
sente data, pouce tem sido feito no sentido de usar anilises hormonais para
auxiliar no diagnéstico do problema. No entanto, provavelmente, os hormé-
nios estio envolvidos, havendo necessidade de esclarecer-se qual deles esté‘
du’ctamentc relacionado com o criptorquidismo nessa espécxc.

3.4.3. Tumor das células da granulosa

Ensaios de testosterona, em soro de égua, t8m sido usados para detectar
produgfio anormal de andrégenos pelas células da granulosa, Concentragbes
maiores do que 100 pglml 530 comuns em éguas portadoras de tumor neste
t1po de tec1do (Nachremcr 1936)."

3.4. 4 Fungao da hlpéﬁse e gonadas

0 GnRH (fator de hberagéo das gonadotrofinas), sintetizado e estocado
"no hipotilamo, tem a aglo sobre a liberagfio das’ gonadotrofinas FSHe LH
pela hipéfise (Hammond 1985), que por sua vez véo agir sobre os testfculos
estimulando o crescimento dos tdbulos seminfferos e infcio da espermatogé-
nese, e na sintese e secregdo de testosterona pelas células de Leydig, respec-
tivamente (Baird 1972). O hCG (gonadotrofina coriénica eqiiina) produzido
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pela placenta da mulher, desde o perfodo de implantagiio até o parto, apre-
senta uma potente atividade semelhante ao LH, com pouco ou nenhum efeito
do FSH (Carruthers 1986),

Segundo Nachreiner (1986), o conhecnnento dos ni've:s de testostero—
na, apds aplicagio de GnRH ou hCG, poder§ ser usado na avaliagio da se-
creglo fisiolégica das genadotrofinas e para avaliar a fungéo testicular, for-
necendo, conseqiientemente, suporte para se esclarecer a existéncia ou nio
de disttirbios ao nfvel de hipdfise e/ou testfculos. | v

Portanto, quando apds aplicagio de GnRH d4-se aumento dos nfveis de
testosterona no sangue, € possfvel concluir que a hipéfise ¢ os testfculos es-
tdo funcionando satisfatoriamente, caso contririo, evidencia-se a existéncia
de algum problema. No entanto, nio se pode afirmar qual dos dois érgdos
estid comprometido. Para uma conclusio diagndstica, faz-se aplicagfio intra-
venosa de hCG. Se, apés a aplicagéio desta gonadotrofina, os nfveis sang(if-
neos de testosterona aumentarem, o problema situa-se ao nfvel de h1p6fise
(Nachreiner 1986). :

4. COMENTARIOS E CONCLUSOES

Sabe-se que a populagfio mundial cresce numa escala geométrica, en-
quanto que a produgio de alimentos obedece a uma escala aritmética. Este
fato faz com que a demanda por alimentos seja bem maior e premente, exi-
gindo dos drgdos competentes e, por continuidade, dos estudiosos, solugio
no sentido de implementar e incentivar alternativas que visem ao aumento de
alimentos de origem animal, a exemplo, carne ¢ leite. .

Através das andlises hormonais, € possfvel controlar os eventos repro-
dutivos, possibilitando a implantagio de nonmas de manejo mais eﬁc:lentcs,
estabelecer linhagens mais prol[feras e diagnosticar problemas de subfertili-
dade que sfo considerados de maior peso num sistema de cnagao. Portanto,
os horménios t&m auxiliado amplamente o grande avango que a medicina
veterindria e a zootecnia t&m alcangado nos dltimos anos. T

As espécies caprina e ovina ainda precisam ser melhor exploradas
quanto A sua atividade hormonal. Pelo exposto neste trabalho, Observa-se
que a literatura nfo & muito rica no que diz respeito a trabalhos diagnésticos
nestas espécies, existindo, desta forma, lacunas quanto 2 solugio de proble-
mas de ordem reprodutiva e de manejo. Intens1ficar trabalhos de diagndsticos
de prenhez precoce através da realizagio de ensmos sxmples, selegio precoce
de reprodutores através de perfis hormonais e descarte de animais subférteis
ou mesmo cstére:s, sdo pontos bisicos quc devem ser cxplorados nestas es-
pécies.

Como no Brasil ainda nio se dlspoe de laboratério especializado em
manipulagio de horménios wsando a sua punﬁcagao, nao se tem facilmente
A disposigo reagentes bésicos para a realizagio de ensaios. Os kits de RIA,

13

e



material importado muito utilizado no Brasil, embora ‘sejam prﬁtxcos, t&m
custo custo elevado. Outra alternativa & o uso de kits de EIA para progcsto—
_Tona que estd a pouco tempo em uso no pafs, Também séo priticos, sem no
“entanto apresentar a precisio do RIA, e podcrn ser usados em diagndsticos
de prenhez. Portanto, tendo em vista os problemas acima mencionados, ne-
cessério se faz o desenvolvimento de imunoensaios simples, aqui no Brasil,
' visando uma utilizagio mais a.mpla das anilises hormonaxs em Medicina Ve-
terindria. . ‘
- - Finalmente, & precxso que haja conscientizagfio dos problemas existen-
tes e da importincia dos horménios como subsfdio para todo programa que
tenha como objetivo o aumento da- eﬁcxcncxa reproduuva € conseqiiente-
mente da produt1v1dade animal. ‘
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