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Importancia e metodologias para mensuraciao dos esteroides sexuais em ruminantes
Importance and methodologies to measure sexual steroids progesterone and estradiol in ruminants
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Resumo

As dosagens dos esteroides sexuais, como progesterona ¢ estradiol, pela sua importancia, foram e
continuam sendo largamente utilizadas nas pesquisas em reprodugdo animal, nos estudos de fisiologia, patologia
e biotecnologia reprodutiva. Varios métodos para quantificagdo desses esteroides foram desenvolvidos, porém
cada metodologia analitica possui vantagens ¢ limitagdes. O radioimunoensaio ¢ o mais amplamente utilizado,
pela sua eficiéncia e aplicabilidade em diversas espécies, mas tem como principal desvantagem o envolvimento
de material radioativo. A preocupacdo nesse setor, aliada as exigéncias das legislagdes nacionais e internacionais
em questdes ambientais, tem aumentado a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas sem a utilizagao de
material radioativo. Uma possibilidade que se apresenta é a tecnologia xXMAP-Multiplex®. Esta tecnologia
apresenta vantagens sobre o radioimunoensaio, como auséncia de radioatividade e deteccdo simultinea de
hormonios, promovendo a diminui¢do do tempo gasto para dosagem e menor custo por amostra dosada. Porém,
ainda sem estudos na endocrinologia reprodutiva de animais domésticos, torna-se necessaria avalid-la e valida-la
para cada espécie.
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Abstract

Quantifications of sexual steroids, such as progesterone and estradiol, because of their importance,
have been widely used in many researches of animal’s reproduction to study reproductive physiology, pathology
and biotechnology. Several methods to quantify these steroids have been developed, but each analytical
methodology has advantages and limitations. Radioimmunoassay is the most widely used method because of its
efficiency and applicability in several species, but it has as major disadvantage the use of radioactive material.
These concerns added to the requirements of national and international’s legislations about environmental
topics have increased the need to develop new techniques without the use of radioactive material. One new
possibility is the xMAP-Multiplex® technology. This technology offers advantages over radioimmunoassay, such
as absence of radioactivity and simultaneous detection of hormones, which decreases the time taken to quantify
them and lower price for each quantified sample. Although, there are no studies at reproductive endocrinology
at domestic animals and it is necessary to evaluate and validate it for each specie.
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Introducao

As dosagens dos esteroides sexuais progesterona e estradiol, em diferentes matrizes bioldgicas, sdo
amplamente empregadas em diversas pesquisas na area de reproduc@o animal e sdo de grande necessidade para a
compreensdo do ciclo estral e das caracteristicas reprodutivas das diferentes espécies animais, além da avaliacdo
do uso de biotécnicas reprodutivas, como mostram diversos trabalhos que vém sendo realizados ha varios anos
em diferentes espécies (Knickerbockert et al., 1986; Alecozay et al., 1988; Badinga et al., 1992; Nunes et al.,
2003; Barret et al., 2004; Abdulkarrem et al., 2012; Roth et al., 2012; Siqueira et al., 2012).

A eficiéncia reprodutiva ¢ indispensavel dentro de um rebanho para aumentar a produtividade e, dentro
deste contexto, eleva-se a demanda por pesquisas na area das biotécnicas reprodutivas, sendo a caracteriza¢do
das diferentes fases do ciclo estral condi¢do basica para a aplicag@o das biotécnicas. Compreender os fendmenos
fisiologicos é de extrema importancia para aprimorar as biotecnologias reprodutivas e, por consequéncia, a
eficiéncia reprodutiva (Baruselli et al., 2007; Simplicio et al., 2007; Lima, 2012).

As metodologias utilizadas para dosar esteroides tém sido adequadas de acordo com o avango
tecnoldgico, com o surgimento de testes cada vez mais sensiveis e especificos, melhorando a precisdo dos
resultados. Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas, porém cada técnica possui vantagens e limitagdes (Gil et
al., 1999; Vignali, 2000; Furtado, 2007). As tendéncias da utilizacdo de RIE, ja no final do século passado,
apontavam para o desenvolvimento de ensaios mais rapidos, utilizacao de sistemas de detec¢ao ndo radioativos e

Recebido: 12 de outubro de 2015
Aceito: 22 de margo de 2016



Yy

Lopes et al. Importancia e metodologias para mensuracao dos esteroides sexuais em ruminantes.

desenvolvimento de métodos para analise de multianalitos (Gil et al., 1999).

O objetivo deste artigo de revisdo ¢ compilar e descrever resumidamente as mais diversas linhas de
pesquisa em reproducdo de ruminantes, nas quais se utilizam a dosagem dos esteroides sexuais progesterona e
estradiol, e fornecer aos veterinarios e pesquisadores dessa area uma visdo geral sobre as metodologias
utilizadas, a fim de tornar mais compreensivos e claros os processos empregados.

Importancia das dosagens de progesterona e estradiol no estudo da reproducio de animais
domésticos

Em reproducdo bovina, as dosagens de progesterona e estradiol sdo empregadas em diversas linhas de
pesquisa, como no estudo da endocrinologia reprodutiva da espécie (Sartori et al., 2004), na patologia
reprodutiva (Wischral et al., 2001), nos efeitos da nutri¢do sobre a reproducdo (Rigolon et al., 2008), na
manipulacdo e no controle do ciclo estral (Rathbone et al., 2001), bem como no estudo dos efeitos das
biotécnicas de reprodugdo assistida desenvolvidas nas ultimas décadas, como a aspiracdo folicular guiada por
ultrassom para produgdo in vitro de embrides (Stubbings e Walton., 1995). O estudo da manipulacdo e do
controle reprodutivo ¢ importante para avaliar o uso de tratamentos hormonais no aumento da performance
reprodutiva de vacas em anestro (Baruselli et al., 2004), para estudar diferentes protocolos de sincronizagdo de
estro ¢ de ovulagdo para inseminagdo artificial em tempo fixo (Lima et al., 2007), nos protocolos de
superovulagdo para transferéncia de embrido (Kafy e McGowan, 1997), para comparar taxas de fertilidade com o
uso de diferentes dispositivos intravaginais de progesterona (Werven et al., 2013), entre outros.

Em ovinos, as dosagens de esteroides sexuais sdo empregadas, por exemplo, no estudo da
endocrinologia reprodutiva (Rubianes e Ungerfeld, 1993), para avaliar a influéncia da latitude na estacionalidade
reprodutiva (Souza et al., 2008), os efeitos dos estresses térmico e nutricional, as patologias no ciclo estral
(Sejian et al., 2011; Hadef et al., 2014), a eficiéncia de diferentes protocolos de sincronizagdo de estro e a
indugdo do estro e da ovulagdo (Leyva et al., 1998; Barret et al., 2008; Letelier et al., 2009), bem como o uso de
implantes de melatonina (Loureiro, 2003), no estudo da dinamica folicular (Bartlewski, et al., 1999) e da
resposta superovulatdria (Bartlewski et al., 2008).

Em bubalinos, pesquisas envolvendo dosagens de esteroides sexuais foram realizadas para estudar a
endocrinologia reprodutiva na espécie (Abdulkareem et al. 2012), a dindmica folicular (Baruselli et al., 1997), os
protocolos de sincronizagdo da ovulagdo (Baruselli, 2001), entre outros.

Metodologias imunoanaliticas

A analise de esteroides geralmente ¢ realizada por meio de dois tipos de métodos: os imunoensaios (IE),
como o radioimunoensaio (RIE) e o enzimaimunoensaio (EIE), e os fisico-quimicos, como os métodos
cromatograficos. Os IE baseiam-se na reagdo antigeno-anticorpo e posterior leitura dessa reagdo, de forma a
qualificar/quantificar o ensaio. A revelagdo pode ser, por exemplo, por reacdo enzimatica (enzimaimunoensaio)
ou por emissao de radioatividade por meio de um is6topo (radioimunoensaio; Silva, 2007).

Radioimunoensaio

Encontram-se na literatura diversos relatos na area de reproducgdo animal que utilizam a tecnologia do
RIE para quantificar progesterona e estradiol sérico em diferentes espécies. Essa tecnologia revolucionou o
entendimento da fisiologia e da endocrinologia em quase todas as espécies animais. A técnica de RIE se baseia
no uso de um agente ligante especifico e de hormdnios conjugados a um isotopo radioativo, como tragadores,
para medir a concentragdo hormonal. Uma quantidade fixa de horménio radioativo compete com 0 mesmo
hormonio, a ser dosado, que ndo ¢é radioativo, por um nimero limitado de sitios de ligacdo de um agente ligante
de alta afinidade e especificidade pelo hormonio em questdo. A quantidade do hormdnio radioativo que se liga é
inversamente proporcional & concentragdo do hormonio ndo radioativo a ser dosado (Thorel e Larson, 1978;
Senger, 2005; Furtado, 2007).

Para dosagem de estradiol em soro bovino ha relatos de uso de kits comerciais (Bergfelt et al., 2000;
Ayres, 2011), porém, nesses casos, foram utilizados métodos complexos de extracdo hormonal e preparacao das
amostras. Também ha relatos de trabalhos com dosagem de estradiol em bovinos sem a utilizagdo de kifs
comerciais. Nestes casos, sdo utilizados anticorpos, tragadores e padrdes desenvolvidos por diferentes
laboratorios e empresas, que diferem entre autores, como também diferem os métodos de extragdo hormonal e os
protocolos (Knickerbocker et al., 1986; Turzillo e Fortune, 1990; Badinga et al. 1992; Burke et al., 2003;
Wolfenson et al., 2004; Elmes et al., 2005).

O RIE constitui um grande avango no campo dos IE quantitativos, seguido pelo surgimento do EIE.
Apesar de ser o método mais sensivel e usado rotineiramente nos laboratoérios, o RIE possui algumas
desvantagens, como: utilizacdo de is6topos radioativos, sendo necessario que o laboratério tenha licenga especial
do CNEM, necessidade de instalagdes adequadas para manipulagdo e descarte, ocasionando perigo de exposicdo
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a radiacdo, exigéncia de equipamentos caros para a deteccdo da radioatividade, como contadores de radiacdes
gama. Ademais, o RIE permite a determinacdo de apenas um esteroide a cada analise, aumentando o custo e o
tempo da analise por amostra dosada. No entanto, seu uso ainda é amplamente preconizado na medicina
veterinaria por ser um sistema aberto de dosagem, tornando-se facil sua validagdo, ja4 que, em um sistema aberto,
o executor pode interferir e controlar as diferentes etapas do processo. Além disso, os resultados gerados sdo de
alta confiabilidade (Gil et al., 1999; Furtado, 2007; Silva, 2007; Lima, 2012).

Com relagdo a dosagem de progesterona sérica, pode-se citar o RIE em fase solida com o uso de kits
comerciais de diferentes empresas sem necessidade de extragdo hormonal (Buruselli, 2001; Wischral et al., 2001;
Sartori et al., 2004; El-Battawy et al., 2009; Letelier et al., 2009; Abdulkareem et al., 2012; Pinna et al., 2012;
Hadef et al.,, 2014). Alguns autores que utilizaram esses kits fizeram algumas modifica¢des, ou seja, nao
seguiram as instrucdes do fabricante. Para citar como exemplo, Burke et al. (2003) utilizaram uma quantidade
diferente de amostra, sem justificar o motivo, e Roth et al. (2012) prepararam a curva-padrao pela dissolugdo da
progesterona em plasma de vaca ovariectomizada, obtendo resultados satisfatorios.

Diversos trabalhos mais antigos que estudaram a fisiologia reprodutiva basica de ovinos e bubalinos
realizaram dosagem de progesterona sérica dessas espécies, sem kifs comerciais ¢ com extragdo hormonal,
processos mais demorados e complexos (Rawlings et al., 1984; Alecozay et al., 1988).

Enzimaimunoensaio

As enzimas sdo os marcadores mais utilizados na atualidade, com a vantagem de ndo apresentarem
riscos associados a exposi¢do de radioisotopos. Estdo disponiveis no mercado varios conjuntos diagnosticos
comerciais, desenvolvidos para utilizacdo em muitas espécies animais e diferentes matrizes bioldgicas, que
utilizam anticorpos especificos para dosagem de hormdnios. No entanto, ainda ¢ uma metodologia com custo
elevado para o uso em grandes quantidades de amostras e s6 permite a mensuragdo de um analito por placa
(Johannsson, 1991; Furtado, 2007).

O principio basico do EIE envolve um anticorpo ligado a uma superficie solida, que, entdo, liga-se ao
horménio especifico, presente na matriz bioldgica, a ser dosada, formando um complexo antigeno-anticorpo.
Junto a esse complexo, ¢ adicionado um segundo anticorpo, com exposi¢do do componente enzimatico para a
superficie. Um substrato €, entdo, adicionado, reagindo com o componente enzimatico e gerando uma cor, que ¢
a base do sistema imunoenzimatico (Senger, 2005).

Encontra-se na literatura veterinaria o uso de EIE para dosagem de progesterona e estradiol séricos em
diferentes espécies de animais domésticos, mediante a uilizacdo de diferentes métodos e protocolos (Rasmussen
et al., 1996; Sartori et al., 2004; Furtado, 2007; Roy e Prakash, 2009).

Quimioluminescéncia

O método de quimioluminescéncia ¢ uma técnica pela qual se obtém energia luminosa por meio de uma
reacdo quimica. Esse imunoensaio utiliza um sistema que se baseia em unidades-teste, recoberto com anticorpo
especifico, como ensaio em fase solida, servindo como recipiente para a reacdo imune, a incubagao, a lavagem e
o desenvolvimento do sinal luminoso (Sing et al., 1997). Essa técnica possui como vantagens: a praticidade de
execuc¢do e a menor variacao durante a pipetagem, pois o operador sé precisa acrescentar a amostra nos tubos,
sendo os demais reagentes adicionados pelo proprio equipamento; a ndo utilizacdo de material radioativo; prazos
maiores de validade e a possibilidade de execugdo de mais de um teste diferente em uma mesma amostra de uma
unica vez, oferecendo maior rapidez para obtencdo dos resultados. Entretanto, algumas desvantagens sdo
notadas, como menor sensibilidade ¢ dificuldades no processo de validagdo do método, por ser um sistema
fechado de analise, ou seja, um sistema automatizado, que ndo permite ao executor interferir nas diferentes
etapas do processo (Lima, 2012).

A mensuracdo da progesterona plasmatica por quimioluminescéncia ¢ o método utilizado na rotina
laboratorial na medicina humana para superar as desvantagens do radioimunoensaio, mantendo a especificidade
e a sensibilidade. Ha trabalhos publicados que utilizaram a técnica de quimioluminescéncia na medicina
veterinaria, por exemplo em dosagem de progesterona em caninos (Volkmann, 2006; Tahir et al., 2013), porém
ainda ha a necessidade de mais estudos para melhor avaliagdo desta técnica em animais (Lima, 2012).

Tecnologia XMAP-Multiplex”

O xMAP-Multiplex® (multiple analyte profile) é uma tecnologia que foi desenvolvida pela empresa
Luminex®. E um ensaio luminescente, assim como a quimioluminescéncia. Essa tecnologia envolve um processo
que cora internamente microesferas magnéticas (Beads). Sdo utilizadas misturas de dois ou trés corantes
fluorescentes. Utilizando-se uma proporcdo precisa desses fluorocromos, sdo criados até 100 conjuntos de
microesferas com cores diferentes, que emitem diferentes intensidades de vermelho. Cada conjunto de
microesferas estd acoplado com anticorpo de captura especifico, que se liga ao analito em questdo. As
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microesferas sdo combinadas em um unico pogo de reagdo e podem dosar até 100 analitos simultaneamente.
Ap6s a adig@o do anticorpo de deteccao biotinilado, este se liga ao analito. O resultado final ¢ amplificado por
meio de incubacdo com o conjugado estreptavidina-ficoeritrina, emitindo sinal fluorescente que €, entdo,
quantificado (Milliplex, 2013; Millipore, 2013).

As vantagens deste sistema quando comparado a outros imunoensaios ¢ a otimizagdo dos ensaios, pois
faz uma avaliagdo multipla de biomarcadores, o menor tempo para obtencéo dos resultados por placa, a menor
quantidade de amostra bioldgica, a maior amplitude da faixa de dosagem, o menor limite de detecgdo, a auséncia
de radiag@o ¢ o menor custo por amostra dosada, estimada, pelo presente estudo, em 50%, no momento em que
se escreve este artigo. (Milliplex, 2013; Millipore, 2013).

Nao ha relatos do uso desta técnica para dosagem de esteroides em animais domésticos, embora a
empresa possua o kit comercial Multi Species Steroid/Thyroid Hormone (STTHMAG-21K; Millipore, Billerica,
MA), que poderia ser testado.

Lopes et al. Importancia e metodologias para mensuracao dos esteroides sexuais em ruminantes.

Validacao hormonal

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagdo ou a implementacdo de um método envolvem
processos de avaliagdo e validagdo que estimem sua eficiéncia na rotina do laboratorio. O objetivo da validagéo
consiste em demonstrar que o método analitico é adequado para o seu propésito (Brito et al., 2003). A validagdo
de um método vai além de uma simples compara¢do entre resultados de uma mesma amostra dosada em
diferentes métodos. Ela envolve processos complexos e extremamente elaborados (Furtado, 2007). A literatura
define critérios que devem ser seguidos para validacdo de um método analitico. Entre esses, os pardmetros mais
usualmente empregados envolvem especificidade, dose resposta, linearidade, sensibilidade, limite de detecgéo,
precisdo, exatidao e recuperacdo. Determinado método é considerado validado se suas caracteristicas estiverem
de acordo com os pré-requisitos estabelecidos (Brito et al., 2003; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), 2012).

Um dos grandes entraves encontrados em dosagens de esteroides sexuais ¢ a falta de padronizagdo dos
testes, tanto no que se refere a matriz bioldgica utilizada quanto ao processamento da amostra, a execugdo ¢ ao
método utilizado, principalmente quando o assunto em questdo ¢ um estudo epidemioldgico, em que a
quantificagdo de esteroides desempenha um papel fundamental e deve apresentar resultados confidveis. Por esse
motivo, deve ser feita, imprescindivelmente, pelos laboratorios, a validacdo, a fim de assegurar os resultados
encontrados. Outra questdo importante que deve ser levada em consideragdo é a sensibilidade do ensaio de
estradiol, visto que este se encontra muitas vezes em niveis muito baixos na corrente sanguinea. Dosagens em
duplicata devem sempre ser realizadas para avaliar o coeficiente de variagdo (Stanczyk et al., 2007).

Consideracdes finais

A importancia da dosagem de esteroides sexuais no estudo da reprodugdo animal ¢ indiscutivel.
Conhecer e compreender as metodologias analiticas, incluindo suas vantagens e limitagdes, ¢ fundamental para
os pesquisadores e trabalhadores desta area. Fato ¢ que, ao longo dos ultimos anos, as ferramentas para analise
das concentragdes hormonais utilizadas por laboratorios para avaliagdo das fun¢des hormonais vém sofrendo
modificacdes extremamente importantes e significativas e, com o avango das diferentes tecnologias, novas
oportunidades de ferramentas vao surgindo, sendo necessario estuda-las para serem empregadas de forma valida
na medicina veterinaria.
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