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Resumo

O objetivo deste estudo foi monitorar os niveis de metabdlitos fecais de progesterona e estrona ao
longo da gestagao em ovelhas, correlacionando-os com os niveis séricos desses hormdnios esteroides.
Assim, amostras de fezes e sangue foram colhidas de cinco ovelhas no periodo pré-cobertura e
durante a gestacdo, at¢ duas semanas apos o parto. Os niveis séricos de progesterona e estrona e de
seus metabolitos fecais foram mensurados por enzimaimunoensaio. Os perfis hormonais séricos e
fecais apresentaram correlagdo positiva significativa para os dois horménios (R = 0,8572, P < 0,001
para progesterona ¢ R = 0,5893, P < 0,001 para estrona). Os niveis de metabolitos fecais de
progesterona apresentaram valores significativamente crescente entre os ter¢os da gestacdo,
corroborando com os niveis séricos € com os relatos da literatura. Adicionalmente, foi possivel
evidenciar o pico pré-parto de estrona na matriz fecal, porém sem registro na matriz sérica,
provavelmente devido ao intervalo de coletas aplicado. Deste modo, este estudo demonstrou a
viabilidade do monitoramento dos niveis de progesterona e estrona durante a gestacdo em ovinos
utilizando amostras fecais, possibilitando monitoramento enddcrino longitudinal ndo invasivo
durante a gestacdo nessa espécie.

Palavras-chave: Ovinos; Reproducao; Esteroides; Prenhez; Fezes

Abstract

The aim of this study was to monitor the progesterone and fecal estrone metabolites throughout
gestation in ewes correlating with the serum levels of these steroid hormones. Therefore, fecal and
serum samples were collected from 5 weeks before mating and gestation until two weeks
postparturition. Serum levels of progesterone and estrone and their fecal metabolites were measured
by enzyme immunoassay. Serum and fecal hormonal patterns showed a significant correlation for
both hormones (R = 0.8572, P <0.001 for progesterone and R = 0.5893, P < 0.001 for estrone). The
fecal progesterone metabolite levels showed significant increasing values among the three thirds of
pregnancies, consistent with the serum levels and with the literature. Additionally, the prepartum peak
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of estrone in the fecal matrix was identified but without observation in the serum matrix due to the
blood collection interval used. Therefore, this study demonstrated the viability of progesterone and
estrone monitoring throughout gestation using fecal samples, making noninvasive longitudinal
endocrine monitoring throughout gestation possible in this species.

Keywords: Feces; Sheep; Reproduction; Steroids; Pregnancy;

Recebido em: 28 de julho de 2018.
Aceito em 17 de junho de 2019.

Introducao

A ovinocultura € uma das principais criagdes animais, sendo desenvolvida de maneira crescente em
todas as regides do Brasil". Desta forma, a necessidade do aprimoramento dos protocolos de manejo
e do uso de biotecnologias reprodutivas sdo de suma importancia para o aumento da quantidade e
qualidade da producdo®. O monitoramento hormonal é uma ferramenta que pode ser utilizada no
suporte no desenvolvimento das biotecnologias reprodutivas, possibilitando o acompanhamento da
resposta enddcrina aos protocolos hormonais e biotecnologias aplicadas.

Os ovinos também sdo muito utilizados na pesquisa como modelo experimental em estudos
reprodutivos de artiodatilos ruminantes selvagens e em estudos de neonatologia humana®®. Assim,
o monitoramento hormonal se torna imprescindivel para o entendimento da fisiologia reprodutiva e
acompanhamento do desenvolvimento gestacional.

A progesterona ¢ o hormonio responsavel pela manutengdo da gestacdao. Nas ovelhas, inicialmente a
progesterona ¢ produzida somente pelo corpo luteo, porém, apds aproximadamente 55 dias de
gestagdo, a placenta produz quantidades significativas de progesterona capaz de levar a gestagdo a
termo, independente da presenga de um corpo luteo funcional!®. Os niveis séricos de estrona
apresentam uma grande elevacdo aproximadamente dois dias antes do parto, estando relacionada com
os mecanismos de desencadeamento do parto!'?.

Entretanto, o avango tecnologico da produgdo ovina deve respeitar a crescente preocupagao com o
bem-estar animal, compreendendo suas vantagens agregadas ao produto final!". Adicionalmente, o
uso de métodos ndo invasivos para o monitoramento hormonal durante a experimentacao animal, ao
invés da coleta de sangue, permite a diminuigdo da manipulagdo dos individuos e a reducao dos
efeitos deletérios do estresse.

Considerando o metabolismo ¢ as vias de excre¢ao dos metabodlitos dos hormonios esteroides
reprodutivos!?, alguns pesquisadores avaliaram o uso de amostras fecais no monitoramento
hormonal em ovinos. Os metabdlitos fecais de progesterona foram avaliados durante o ciclo estral e
gestacdo em ovelhas domésticas (Ovis aries)!> ¥ e selvagens (Ovis canadensis)® , observando alta
correlagdo entre os metabolitos fecais e os niveis séricos de progesterona. Adicionalmente,
Schoenecker et al.(®) também avaliaram os niveis de metabdlitos fecais de progesterona e estrona em
ovelhas selvagens prenhes, porém os niveis hormonais nao foram correlacionados com os niveis
séricos.

De acordo com Palme!¥, ao utilizar matrizes biolégicas alternativas, como as fezes, é imprescindivel
realizar a validacao fisiologica, demonstrando que a técnica utilizada é capaz de detectar as mudangas
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nos niveis dos metabdlitos fecais de esteroides relacionados com as respectivas mudangas nas
concentragdes séricas desses esteroides.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi monitorar os niveis de metabdlitos fecais de progesterona e
estrona ao longo da gestacdo em ovelhas, correlacionando-os com os niveis séricos desses hormonios
esteroides.

Material e métodos

Foram utilizadas cinco ovelhas adultas saudaveis e ciclicas, todas alojadas no setor zootécnico do
Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM), campus Manaus Zona
Leste — CMZL, cidade de Manaus — AM, Brasil (3,081899S; 59,936908W). As coletas das amostras
sanguineas e fecais ocorreram entre os meses de abril e outubro. O manejo diario adotado foi do tipo
extensivo, no qual os animais foram mantidos a pasto durante o dia e alojados no aprisco durante a
noite, com fornecimento de dgua ad libitum e sal mineral.

Inicialmente, as fémeas foram monitoradas durante trés semanas. Durante esta fase de pré-
acasalamento, amostras de fezes de cada fémea foram coletadas duas vezes por semana logo apos a
defecagao ou retiradas da ampola retal e amostras de sangue foram coletadas por venopungao da veia
jugular uma vez por semana. Em seguida, as fémeas foram mantidas com um carneiro inteiro em
tempo integral e monitoradas diariamente para registro da cobertura, sendo adotado o sistema de
monta natural. As gestacdes foram confirmadas por ultrassonografia 25 dias apos a cobertura e os
partos foram assistidos.

Ap6s a confirmacdo da gestagdo, as amostras de fezes foram continuamente coletadas duas vezes por
semana até duas semanas apds o parto. J& as amostras de sangue foram coletadas a cada 15 dias
durante a fase gestacional e pos-parto. As amostras de sangue foram centrifugadas e o soro separado,
sendo, juntamente com as amostras de fezes, armazenados a -20° C até o momento da analise. Por
motivos adversos, as amostras de sangue e fezes de uma das ovelhas foram coletadas somente até o
95° dia de gestagao.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso
de Animais do IFAM (Protocolo: CEUA.008.02.1928.2206/2017). As amostras fecais foram
liofilizadas e posteriormente submetidas ao processo de extragdo hormonal utilizando metanol 80%,
seguindo o protocolo descrito por Palme!>. Em resumo, a quantidade de 0,2g de fezes secas foi
pesada e transferida para um tubo de vidro contendo 5SmL de metanol a 80%. O tubo foi agitado
durante 16h e posteriormente centrifugado, sendo o sobrenadante (extrato fecal) transferido para um
tubo plastico e mantido a -20° C. Uma aliquota do extrato fecal foi evaporada e posteriormente
ressuspendida em solugdo tampao (0,04 M NaH,PO4.H>O; 0,06 M Na,HPOy4; 0,15 M NaCl; 1,0%
BSA; pH 7,0) em mesmo volume.

Para a extragdo hormonal das amostras de soro foi seguido o protocolo descrito por Rasmussen et
al.19 utilizando éter dietilico e ressuspensdo em solu¢do tampdo. As amostras extraidas de soro e
fezes foram analisadas por enzimaimunoensaio utilizando um protocolo descrito para varias outras
espécies!!”!?. Foram utilizados os anticorpos CL425 (1:5.000) para progesterona e R522-2
(1:20.000) para estrona total, com os seus respectivos hormonios conjugados com peroxidase
(1:160.000; 1:350.000), todos fornecidos pela Universidade de Davis - UC Davis, EUA.
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Microplacas de poliestireno de 96 pocos de alta adsor¢do (MaxiSorp, Nunc, Rochester, EUA) foram
marcadas (50uL/pogo) com o anticorpo diluido em solu¢do de marcacao (0,015 M Na,CO3.H>O,
0,035 M NaHCOs; pH 9,6), seladas com adesivo de acetato e incubadas a 4° C por 16h. Apos a
incubagdo, as microplacas foram submetidas a um ciclo de trés lavagens com solugdo de lavagem
(0,15 M NaCl, 0,05% Tween-20).

Foram adicionadas 25uL de solugdo tampao em cada pogo e, posteriormente, SOuL de cada amostra,
padrao da curva, ou controle. Imediatamente ap6s, foram adicionadas 50uL de solugdo de hormonio
conjugado com enzima diluida em solucao tampao. As microplacas foram seladas e incubadas por 2h
em temperatura ambiente.

Apos a incubagdo as microplacas foram lavadas sendo posteriormente adicionados 100uL/pogo de
solugdo de substrato (250uL de 0,016 M Tetrametilbenzidina em dimetilsuféxido; S0uL de 0,1752
M H>0; 11mL de tampao substrato [0,01 M C>H3Na; pH 5,0]). A reacdo cromdgena foi interrompida
com 50uL de solucdo acida (4,0 M H»SO4). A densidade optica de cada pogo foi medida em uma
leitora de microplacas utilizando um filtro de 450nm.

Todas as amostras, controles e padroes foram analisados em duplicata. As sensibilidades dos ensaios
de progesterona e estrona foram de 0,07 ng/mL e 0,08 ng/mL, respectivamente. Os coeficientes de
variagdo intra e interensaios dos controles alto (70% de liga¢ao) e baixo (30% de ligacdao) foram
<10,35% para ambos os ensaios e todos os ensaios apresentaram paralelismo entre diluigdes seriadas
das amostras e a curva padrdo do ensaio hormonal. Os niveis de progesterona sérica foram
apresentados em ng/mL e os niveis de estrona em pg/mL, ja os resultados dos metabolitos fecais de
progesterona e estrona foram corrigidos e apresentados em ng/g de fezes secas.

Para a padronizagao dos dados, somente os resultados hormonais das amostras entre 21 dias antes da
cobertura e 15 dias apds o parto foram utilizadas. Os dados hormonais foram alinhados considerando-
se o dia da cobertura. Posteriormente, os dados foram agrupados semanalmente ¢ a média e desvio
padrdo de cada hormonio foi calculado, bem como o perfil hormonal tragado. A correlagdo entre os
niveis hormonais séricos e seus metabolitos fecais foi calculada (Correlagdao de Pearson). Os niveis
hormonais também foram separados em trés tercos da gestacdo e comparados estatisticamente (teste
Kruskal-Wallis e teste de Tukey como poés-teste; Programa Bioestat, IDSM). Um valor de
probabilidade de P<0,05 foi considerado significante.

Resultados

A duragdo média da gestagdo foi de 147,2+6,5 dias, variando de 143 a 157 dias, totalizando
aproximadamente 21 semanas. Em uma das cinco ovelhas a gestacao foi gemelar.

Os perfis hormonais séricos e fecais apresentaram correlacao positiva significativa (R = 0,8572, P <
0,001 para progesterona e R = 0,5893, P < 0,001 para estrona) (Figura 1).
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Figura 1. Grafico de dispersdo da relagdo entre os niveis séricos de progesterona (P4)
(Figura A) e estrona (E1) (Figura B) com os metabolitos fecais de progesterona (MFP) e
de estrona (MFE) em ovelhas.

A fémea com gestacao gemelar (Figura 2, A-1) ndo apresentou valores hormonais discrepantes das
demais fémeas. Para a fémea com gestacdo gemelar, os niveis séricos de progesterona e seus
metabolitos fecais durante a gestagao variaram de 0,7 2 9,7 ng/mL e 1.489,0 a 11.324,8 ng/g de fezes
secas, respectivamente, e para as demais fémeas foi de 0,2 a 8,6 ng/mL e 1.254,2 a 23.931,8 ng/g de
fezes secas, respectivamente. Ja para estrona sérica e seus metabolitos fecais os valores para a fémea
de gestacdo gemelar foram de 80,0 a 479,2 pg/mL e 335,5 a 803,3 ng/g de fezes secas,
respectivamente, e para as demais fémeas foram de 80,0 a 323,8 pg/mL e 206,9 a 2.044,9 ng/g de
fezes secas, respectivamente.

Todas as fémeas apresentaram, a partir do momento da cobertura, um perfil crescente dos niveis
séricos de progesterona durante a gestacao, com posterior queda até os niveis basais apds 0 momento
do parto (Figura 2). O mesmo perfil foi observado nos niveis dos metabolitos fecais de progesterona
(Figura 2). J4 os niveis séricos de estrona apresentaram um perfil com tendéncia crescente durante a
gestacdo, apresentando valores mais elevados na semana do parto, sendo que este pico hormonal na
semana do parto foi mais evidente nas amostras fecais (Figura 2).

Ao comparar os niveis hormonais entre os trés ter¢os da gestagdo nos animais de gestagcdo Unica, 0s
niveis de progesterona apresentaram valores significativamente crescentes, tanto na matriz sérica
quanto na matriz fecal (P < 0,001, Teste Tukey; Figura 3). Ja para estrona, os niveis de metabolitos
fecais de estrona também apresentaram valores crescentes, com o terceiro terco da gestacao
significativamente maior que os tergos inicial e médio (P < 0,010, Teste Tukey). A elevacdo dos
niveis séricos de estrona durante a gestacdo, no entanto, foi discreta sendo que os valores do terceiro
terco foram estatisticamente maiores que os do primeiro ter¢o (P < 0,050, Teste Tukey; Figura 3).
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Figura 2. Niveis séricos de progesterona (P4) e estrona (E1) e dos metabolitos fecais de
progesterona (MFP) e de estrona (MFE) em 5 ovelhas durante a gestacdo. Semana 0:

Semana da cobertura. Seta: Parto.
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Figura 3. Boxplot (mediana e percentis 10, 25, 75 e 90) dos niveis sericos de
progesterona (P4) e seus metabolitos fecais (MFP) (figura A) e niveis séricos de estrona
(E1) e seus matabolitos fecais (MFE) (figura B) nos trés tercos da gestacao em ovelhas.
A.a — Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tercos na mesma matriz

(Teste Tukey, P < 0,05).
Discussao

A duracdo média da gestacdo das ovelhas monitoradas bem como a variagdo individual observada
corroboram com as relatadas na literatura para a espécie®”. O perfil hormonal sanguineo durante a
gestacdo em ovelhas ja foi anteriormente descrito®'?¥, sendo que os niveis de progesterona e estrona
sérica durante a gestacdo obtidos neste estudo corroboraram com os relatos prévios. A alta correlagdo
entre os niveis séricos de progesterona e seus metabolitos fecais durante a gestagao também foi observada
por Cebulj-Kadunc et al.'¥ em ovelhas. Adicionalmente, Borjesson et al.®) também demonstraram a
existéncia de alta correlagdo entre os niveis séricos e fecais de progesterona em ovelhas selvagens. Em
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cabras, Capezzuto et al.®* também observaram uma alta correlagio entre os niveis séricos de progesterona
e estradiol e seus metabdlitos fecais. Deste modo, os resultados do presente estudo reforgam a vantagem
na utilizagdo de amostras fecais ao invés de amostras séricas para o monitoramento de progesterona ao
longo da gestagdo em ovelhas, minimizando o estresse da manipulacdo dos animais.

Por outro lado, apesar de Schoenecker et al.©) j4 terem avaliado os niveis de metabolitos fecais de estrona
durante a gestacdo em duas ovelhas selvagens, ndo hé relatos do nivel de correlagdo entre os niveis séricos
de estrona e seus metabolitos fecais. Assim, o presente trabalho demonstra a existéncia de uma correlagdo
significativa da estrona nas duas matrizes bioldgicas avaliadas durante a gestagao.

De acordo com Palme et al.'?), a principal via de excre¢do da progesterona e estrona em ovelhas é a fecal,
na qual aproximadamente 76% dos metabdlitos de progesterona e 88% dos metabolitos de estrona sdo
excretados pelas fezes. Ainda segundo esses autores, a metabolizacdo e excre¢ao destes hormonios pelas
fezes ocorrem em menos de 24 h. A rapida metabolizagdo da progesterona e estrona e excrecao
preferencial pelas fezes justifica a alta correlagdo observada entre esses hormonios e seus metabolitos
fecais.

Ambas as matrizes biologicas apresentaram um perfil significativamente crescente de progesterona
durante a gestagdo, com posterior queda até os niveis basais, corroborando, como esperado, com o
relatado na literatura. Segundo Noakes et al.'?, ovelhas com aproximadamente 55 dias de gestago (~7
semanas) apresentam um aumento gradativo nos niveis séricos de progesterona, relacionado com o inicio
da produgdo desse hormdnio pela placenta.

Considerando a atuacdo endocrina da placenta na producdo de progesterona para a manutencdo da
gestacdo, segundo Bassett et al.?¥, ovelhas com gestacdes gemelares pode apresentar até o dobro dos
niveis sanguineos de progesterona durante o ter¢o final da gestagdo quando comparadas com ovelhas de
gestagdes Unicas. No presente estudo, somente uma fémea apresentava gestacao gemelar, a qual ndo
apresentou valores hormonais discrepantes das fémeas com gestacdo Unica. A taxa de metabolizacao e
excrecao dos metabolitos fecais de progesterona podem sofrer variagdes entre os individuos da mesma
espécie!'?. Dessa forma, é possivel que a inexisténcia de variagdes marcantes nos niveis de metabolitos
fecais de progesterona entre a fémea de gestacdo gemelar e as demais pode estar relacionada com
variagoes individuais de taxa de metabolizacdo. Assim, ¢ recomendada a realizagdo de um estudo mais
aprofundado comparando animais de diferentes condi¢des gestacionais para melhor compreensdo dos
niveis de metabdlitos fecais de progesterona em gestagdes multiplas em ovinos.

Para estrona, de acordo com Tsang®?, Thompson e Wagner® e Noakes et al.'?), os niveis séricos em
ovelhas prenhes sofrem uma grande elevagao em até dois dias antes do parto, estando relacionada com os
mecanismos de indugdo do parto. Essas informagdes corroboram com os valores estatisticamente maiores
de estrona no ter¢o final da gestagao para ambas as matrizes, observados neste estudo. Adicionalmente,
foi possivel observar uma elevagao nos niveis de metabolitos fecais de estrona na semana do parto dos
animais monitorados.

Entretanto, apesar dos resultados obtidos na matriz fecal corroborar com o perfil endocrino relatado na
literatura, o mesmo nao foi claramente observado nos niveis séricos de estrona. Esse fato esta relacionado
com a baixa frequéncia de coletas de sangue empregada neste estudo durante a gestagao (a cada 15 dias),
ndo possibilitando a amostragem do pico de estrona sérica em todas as fémeas. Capezzuto et al.*” também
observaram um melhor padrao hormonal dos estrogenos nas amostras fecais do que nas amostras séricas
ao avaliar amostras coletadas semanalmente de cabras durante a gestagdo. Considerando todo o processo
de metabolizacdo e excre¢io dos hormdnios envolvidos no presente estudo, ja descrito por Palme et al.12),
fica demonstrada a possibilidade de monitorar variagdes fisiologicas pontuais, como a elevagdo periparto
dos niveis de estrona, utilizando amostras fecais, reduzindo, assim, a intensidade na manipulagado e manejo
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dos animais.

A crescente utilizagdo de ovinos como modelo experimental em estudos reprodutivos de artiodatilos
ruminantes selvagens e em estudos de neonatologia humana®? torna o desenvolvimento de técnicas de
monitoramento hormonal de maneira ndo invasiva, como a utilizagdo de amostras fecais, uma importante
ferramenta de apoio para esses estudos. Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo
demonstram a possibilidade do acompanhamento endocrino de ovelhas prenhes submetidas a protocolos
experimentais de neonatologia, minimizando os efeitos deletérios do estresse, bem como traz a luz uma
ferramenta a ser utilizada em ovinos selvagens e testada em cervideos selvagens de dificil manipulacao.

Conclusao

Este estudo evidenciou que as alteragdes dos niveis de metabolitos fecais de progesterona e estrona
durante a gestagao refletem as alteracdes séricas fisiologicas esperadas desses hormdnios em ovinos,
demonstrando a viabilidade do monitoramento longitudinal ndo invasivo dos niveis de progesterona
e estrona utilizando amostras fecais nesta espécie.
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