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Resumo

Este estudo teve como objetivo validar os conjuntos diagndsticos
comerciais DPC (Coat-A-Count - Diagnostic Products Corporation/
USA), em fase sélida, para dosagem de progesterona e DSL (Diagnostic
System Laboratoties INC/USA), em fase liquida, para dosagem de
estradiol, por radioimunoensaio, em soro de Legpardus pardalis (n=5)
e Leopardus tigrinus (n=4), antes (15-30 dias) e apds (24-28 horas)
tratamento com gonadotropinas exégenas (hCG/ Novormon® e
eCG/ Vetecor®; pFSH/Folltropin-V® e pLH/Lutropin-V®). A
concentragao sética para Legpardus pardalis variou 0,005 a 0,151ng/ml
para estradiol e 0,15-37,22ng/ml para progesterona. A concentra¢io
sética pata Leopardus tigrinus vatiou 0,012-0,147ng/ml para estradiol e
0,06-34,09ng/ml para progesterona. A sensibilidade minima detectada
foi 0,004 ng/ml para progesterona e 0,00014ng/ml para estradiol.
Para progesterona o coeficiente intra-ensaio baixo foi 2,58% e alto
6,36%, ja o coeficiente inter-ensaio baixo foi 0,67% e alto 5,55%. Para
o estradiol o coeficiente intra-ensaio baixo foi 0,69% e alto 4,15%,
sendo o coeficiente inter-ensaio baixo 1,40% e alto 3,00%. Paralelismo
foi encontrado para progesterona e conjunto comercial DPC com
r = 0,96 para Leopardus pardalis e + = 0,99 para Leopardus tigrinus. Para
estradiol em conjunto comercial DSL paralelismo foi encontrado com
r = 0,98 para Leopardus pardalis e com r = 0,99 para Leopardus tigrinus.
Com estes resultados podemos concluir que o conjunto diagnéstico
comercial DPC para dosagem de progesterona e DSL para dosagem
de estradiol foram validados para utilizacio em soro de Legpardus
pardalis ¢ Legpardus tigrinus, podendo ser utilizado como ferramenta
no manejo reprodutivo destas espécies visando a conservacao.
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Introducéao

A sazonalidade reprodutiva é variavel
entre as diferentes espécies de felideos. As
que ocorrem em regides cuja latitude ¢ alta,
como os tigres (Panthera tigris) apresentam
uma estacao bem definida para nascimento
de seus filhotes, entre verdo e outono.!
Espécies tropicais podem apresentar maiotes

concentra¢cdes de nascimentos durante
determinadas épocas do ano, mas
normalmente sdo capazes de reproduzir
durante o ano todo.” Em gatos domésticos
(Felis catns), o fendmeno da estacionalidade esta
intimamente ligado ao fotopetiodo'**, porém
em felideos selvagens, este fator também esta
relacionado a maior ou menor oferta
de alimento durante as estacdes do ano?
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Outro aspecto que parece variar entre
as diferentes espécies de felideos é o
mecanismo de ovulacido. Estudos que
utilizaram dosagens hormonais séricas ou
plasmaticas confirmaram que algumas
espécies selvagens como tigre (Panthera tigris)",
leopardo das neves (Panthera uncia)®, onga-
pintada (Panthera onca)® e puma (Puma
concolor)”, possuem mecanismos de ovulacio
reflexa ou induzida, assim como a gata
doméstica®*. No entanto, fémeas de
leopardo (Panthera pardus) apresentaram os
dois mecanismos de ovulacio em duas
diferentes situa¢bes. Quando mantidas
isoladas, mostraram perfil hormonal tipico
de ovuladoras reflexas, porém, quando
alojadas em duplas de fémeas, ovularam
provavelmente estimuladas pelo contato
fisico entre elas®, o que acontece também
com gatas domésticas. Fémeas do género
Leopardus sao poliéstricos e podem ciclar
durante o ano todo”', sendo o gato
maracaja (Leopardus wiedsi) o tnico no género
a apresentar maior freqiiéncia de ovulacGes
espontaneas'’.

Dessa forma, técnicas imunologicas
vém sendo cada vez mais utilizadas na
dosagem de hormonios reprodutivos em
animais silvestres, para caracterizar sua
fisiologia reprodutiva. O radioimunoensaio
(RIE) é uma técnica altamente sensivel e
baseia-se na competicio entre um antigeno
marcado (elemento tracador) e nao
marcado (hormonio). A validacao do ensaio
¢ o primeiro passo para se estabelecer um
estudo enddcrino apropriado. Sua qualidade
e consisténcia sa0 necessarias para assegurar
a relevancia bioldgica dos resultados.

Nesse sentido, a validacio de
conjuntos diagnoésticos comerciais para
dosagem de hormonios reprodutivos
fornecera subsidios necessarios ao estudo da
fisiologia reprodutiva de espécies ameagadas
de extingio, facilitando o estabelecimento de
uma estratégia de manejo reprodutivo
visando sua conservagao.

O objetivo deste trabalho foi validar
os conjuntos diagnésticos comerciais DPC
(Coat-A-Count - Diagnostic Products
Corporation/USA), em fase solida, para
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dosagem de progesterona e DSL
(Diagnostic System Laboratories INC/
USA), em fase liquida, para dosagem de
estradiol, em soro de Leopardus pardalis e
Leopardus tigrinus, antes e ap6s estimulagdo
hormonal com gonadotropinas exégenas
(hCG-Gonadotropina Coriénica humana/
Novormon® e eCG-Gonadotropina
Coridnica eqiiina/ Vetecor®, pFSH-
Hormoénio Foliculo Estimulante suino/
Folltropin-V® e pLLH-Hormoénio Luteinizante
suino/Lutropin-V®).

Material e Método

Foram utilizadas cinco fémeas de
Leopardus pardalis (Studbook numero: 240,
254, 285, 289, 290); e quatro fémeas de
Leopardus tigrinus (Studbook numero: 134,
1306, 138 ¢ 141), alojadas na Associa¢ao Mata
Ciliat, localizada em Jundiai/SP.

As fémeas de gato-do-mato-pequeno
foram mantidas no mesmo recinto e as
fémeas de jaguatirica aos casais, sendo que
durante o periodo de tratamento hormonal
as fémeas eram mantidas no cambiamento.
Os animais eram alimentados diariamente com
pescoco de frango, duas vezes por semana com
ratos de descarte e esporadicamente com
suplemento vitaminico (Aminomix/Vetnil®).

A partir da 4* estimulacdo ovariana a
féemea 138 veio a 6Obito em decorréncia de
brigas freqiientes com a fémea 134. Durante
o periodo experimental duas fémeas de
jaguatirica (254 e 285) ficaram prenhes,
impossibilitando a realizacdo do protocolo
de estimulacdo ovariana durante o petiodo
de gestacio.

Este experimento foi submetido e
aprovado pelo Comité do Plano de Manejo
para Pequenos Felinos Brasileiros em 22 de
setembro de 2000, portaria IBAMA n°106/
1995 ¢ Termo de Cooperacio Técnica
IBAMA/CENAP/AMC n°2/2000 e
obteve licenca CITES/TBAMA n°0108862.
Foi também submetido a Comissio de
Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
Protocolo n° 109/2002, sendo aprovado na
sessdao do dia 05 de junho de 2002.



Todos os animais passaram por todos
os tratamentos, sendo que cada animal foi
estimulado por trés vezes com o mesmo
protocolo alternadamente.

Jaguatirica - Tratamento 1: 225 Ul
hCG (IM), 80 h ap6s a administracao de 500
Ul eCG (IM), sendo a colheita de sangue
realizada 15-30 dias antes e 24-28 h apo6s a
administracio do hCG. Tratamento 2: 50 Ul
pFSH (IM), administrados gradativamente,
em quatro dias consecutivos, com intervalos
de 14 h (20UI), 24 h (15UI), 24 h (10UI) e
18 h (5Ul), respectivamente. No dia cinco,
18 horas ap6s a administracdo da ultima dose
de pFSH, foi aplicada uma dose de 20 Ul
de pLH (IM), sendo a colheita de sangue
realizada 15-30 dias antes e 24-28 h apés a
administracdo do pLH'™"

Gato-do-mato-pequeno - Tratamento
1: 75 UL hCG (IM), 80 h apds a administragao
de 100 UI eCG (IM), sendo a colheita de
sangue realizada 15-30 dias antes e 24-28 h
ap6s a administracdo do hCG. Tratamento
2: 30 Ul pFSH (IM), administrados
gradativamente, em quatro dias consecutivos,
com intervalos de 14 h (12U1I), 24 h (9UI),
24 h (6UI) e 18 h (3UI), respectivamente.
No dia cinco, 18 h apds a administracdo da
ultima dose de pFSH, foi aplicada uma dose
de 10 Ul de pLH (IM), sendo a colheita de
sangue realizada 15-30 dias antes e 24-28 h
apds a administracao do pLH''2.

O sangue foi obtido por puncio
venosa imediatamente apds a imobilizagdo
quimica dos animais. Em seguida, foi
centrifugado para separa¢ao do soro, o qual
foi recolhido, identificado e armazenado em
Sreezer (-20°C) até o momento das analises.
Foram realizadas analises hormonais para
determinacio dos nfveis séricos de
progesterona e estradiol em duplicata pela
técnica de radioimunoensaio (RIE) no
Laboratério de Dosagens Hormonais do
Departamento de Reprodu¢io Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(LDH/VRA/FMVZ/USP).

Para progesterona foi utilizado
conjunto diagnéstico comercial Coat-A-
Count DPC - Diagnostic Products

Corporation/USA, em fase solida e para
estradiol foi utilizado conjunto diagnéstico
comercial DSL - Diagnostic System
Laboratories INC/USA, em fase liquida. Os
procedimentos utilizados para as dosagens
hormonais foram os mesmos especificados
pelo fabricante, sendo que este conjunto
diagnéstico utiliza como elemento tragador
o hormoénio marcado com '*I. A
radioatividade foi medida por contador
automatico (Autogama Cobra Packard) para
determinagdo da curva padrio e dosagens
do ensaio.

O controle de qualidade dos ensaios
de RIE foi realizado através da analise dos
coeficientes de variacio intra e inter-ensaio,
sendo que no LDH indices aceitaveis niao
devem ultrapassar 10%.

A wvalidagdo dos conjuntos
diagnosticos comerciais para uso em soro
de fémeas de jaguatirica e gato-do-mato-
pequeno foi realizada de acordo com o
método de paralelismo utilizando matriz
depletada. Para tanto, foi realizada a deplegao
hormonal de um poo/ de amostras com uma
solucdo de carvio-dextran'', A essa matriz
depletada adicionamos valores conhecidos
do hormonio padrio, com dilui¢des que se
aproximavam dos pontos da curva do
conjunto diagnéstico. Com essa diluigdo
construimos uma curva correlacionando
estes valores.

Resultados

A concentra¢io sérica de estradiol
encontrada para jaguatiticas neste experimento
vatioude 0,0052 0,151 ng/ml e a concentragio
sérica de progesterona variou de 0,15 a 37,22
ng/ml. A concentra¢io sérica de estradiol
encontrada para gato-do-mato-pequeno neste
expetimento variou de 0,012 a 0,147 ng/ml e
a concentracio sérica de progesterona vatiou
de 0,06 a 34,09 ng/ml.

A sensibilidade minima detectada foi
de 0,004 ng/ml para progesterona e de
0,00014 ng/ml para estradiol. Para o controle
de qualidade foram utilizados pontos de
concentracao baixa e pontos de concentragio
alta dos hormoénios mensurados. Para
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progesterona o coeficiente intra-ensaio baixo
foi de 2,58% e alto foi de 6,36%, ja o
coeficiente inter-ensaio baixo foi de 0,67%
e alto foi de 5,55%. Para o estradiol o
coeficiente intra-ensaio baixo foi de 0,69%
e alto foi de 4,15%, sendo o coeficiente intet-
ensaio baixo de 1,40% e alto de 3,00%.

A validacao dos conjuntos
diagnosticos comerciais utilizados foi
realizada utilizando-se a curva de paralelismo,
sendo que para haver paralelismo o
coeficiente de correlacdo (r) deve ficar
proximo a 1 e nunca ser inferior a 0,95
segundo o padrio seguido pelo LDH/
VRA/FMVZ/USP.

Paralelismo foi encontrado entre as
curvas de dilui¢ao de progesterona na matriz
depletada e a curva do conjunto comercial
DPC (Coat-A-Count - Diagnostic Products
Corporation/USA), com r = 0,96 e entre

Regression Plot
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Figura 1 - Representacdo grafica da curva de paralelismo obtida para jaguatiricas, progesterona a esquerda e
estradiol a direita, utilizando matriz depletada - Sao Paulo - 2004
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as curvas de diluicio de estradiol na matriz
depletada e a curva do conjunto comercial
DSL (Diagnostic System Laboratoties INC/
USA), com r = 0,98 para jaguatiricas
(Figura 1).

Paralelismo foi encontrado entre as
curvas de dilui¢do de progesterona na matriz
depletada e a curva do conjunto comercial
DPC (Coat-A-Count - Diagnostic Products
Corporation/USA), com r = 0,99 e entre
as curvas de diluicio de estradiol na matriz
depletada e a curva do conjunto comercial
DSL (Diagnostic System Laboratories INC/
USA), com r = 0,99 para gato-do-mato-
pequeno (Figura 2).

Discussao

A validacao do radioimunoensaio ¢
utilizada para verificar a quantidade de
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Figura 2 — Representacao grafica da curva de paralelismo obtida para fémeas gato-do-mato-pequeno, progesterona
a esquerda e estradiol a direita, utilizando matriz depletada - Sao Paulo - 2004
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hormoénio detectado e possiveis
interferéncias no ensaio. O primeiro passo
para a validacdo ¢é a verificacdio do
paralelismo com a curva padrio. A curva
padrio indica a sensibilidade do ensaio, ou
seja, verifica-se a correlagdo entre quantidade
de horménio detectada e a diluicido correta
da amostra. Testes de recuperacdo sio
utilizados para verificar uma possivel
interferéncia e indicam o quanto a
concentragdo mensurada corresponde a
verdadeira concentracio.

Segundo o padrio seguido pelo
LDH/VRA/FMVZ/USP para haver
paralelismo o coeficiente de correlagio (r)
deve ficar proximo a 1 e nunca ser inferior
2 0,95. Outros laboratérios indicam valores
aceitaveis de recuperacio entre 0,852 1,15",
e 0,9 a 1,10,

Em nosso ensaio foi verificado
paralelismo entre a curva padrio do
conjunto diagndstico e a curva obtida a
partir do poo/ de soro das fémeas de
jaguatirica e gato-do-mato-pequeno para
progesterona e estradiol. Os valores (r)
encontrados ficaram entre 0,96 e¢ 0,99
validando o uso dos conjuntos diagnosticos
comerciais utilizados, DPC (Coat-A-Count
- Diagnostic Products Corporation/USA)
e DSL (Diagnostic System Laboratories
INC/USA).

O controle de qualidade do ensaio ¢
dado pelo coeficiente de variacao (CV), que
pode ser intra ou inter-ensaio. O coeficiente
de variacdo intra-ensaio determina o erro
associado a dosagem da mesma amostra em
um ensaio (duplicata ou triplicata) e o inter-
ensaio determina o erro observado quando
a mesma amostra ¢ dosada em diferentes
ensaios. Os coeficientes de variacdo intra e
inter-ensaio nio devem ultrapassar 10%
segundo os critérios utilizados no LDH/
VRA/FMVZ/USP. Outros laboratérios
também definem como nivel de erro
aceitavel a porcentagem fixa de no maximo
10% para CV."

Causas de alteracao no coeficiente de
variacao intra-ensaio geralmente resultam da
presenca inadequada de amostra ou
elemento tracador, podendo também ser
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decorrentes de erros na pipetagem e
homogeneizag¢ao insuficiente da amostra ou
reagente. Causas de alteragdo no coeficiente
de variacio inter-ensaio podem ser
decorrentes de problemas relacionados a
instabilidade dos reagentes ou erros na curva
padrao.”

Neste experimento os coeficientes de
variagao intra e inter-ensaio nio ultrapassaram
6%, indicando que o procedimento foi
realizado dentro dos critérios de qualidade
esperados.

As analises hormonais séricas foram
representadas pelo conjunto de amostras
colhidas em intervalos de 15 a 30 dias antes
e 24 a 28 horas ap6s tratamento hormonal,
ou seja, amostras pontuais e com animais
sob efeito anestésico. No entanto, podemos
observar que as dosagens hormonais séricas
demonstraram um aumento nos niveis de
estradiol apds o tratamento hormonal.
Elevagcbes de progesterona foram
observadas em alguns momentos pré e pos
tratamento, sendo evidente sua elevacio na
fémea prenhe.

Os niveis de progesterona elevados,
encontrados em fémeas nio gestantes,
podem ser decorrentes do estresse gerado
pelas contengOes necessarias para realizacdo
das estimulacdes ovarianas e colheitas de
material, onde um estimulo estressante
desencadearia uma producdo elevada de
progesterona pela adrenal. Por serem animais
ferozes e por estarem alojados em recintos
com galhos e casinha de madeira suspensa,
as fémeas escalavam pelos galhos em dire¢ao
a casa suspensa, o que dificultava a contengao
fisica, que por vezes era demorada e indutora
de estresse aos animais.

Ha relatos que situacOes estressantes
podem levar a um rapido aumento de
progesterona sérica. Em estudo realizado em
cervo-dama (Dama dama) houve um
aumento expressivo na concentragao sérica
de progesterona apds a administracio de
ACTH." Também houve um aumento nas
concentracoes séricas de progesterona apds
a contencao de leoas (Panthera leo) com
implante contraceptivo'®, evidenciando a
participacao da glandula adrenal na sintese
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de progesterona ap0s situacoes estressantes.
Neste caso, o aumento dos niveis de
progesterona pode estar relacionado ao
estresse da captura nas fémeas nao gestantes.
No entanto, para podermos afirmar que essa
relacdo ocorre em jaguatirica e gato-do-
mato-pequeno haveria necessidade de
estimulacdo exdgena com ACTH.

A fase de crescimento folicular em
gatas domésticas ¢é caracterizada por
apresentar aumentos gradativos na
concentragio sérica de estradiol que variou
entre 20 a 70 pg/ml, do ptimeiro ao ultimo
dia do estro, sendo que picos de estradiol
superiores a 70 pg/ml foram observados
algumas vezes."”

O estro em jaguatiricas foi
caracterizado por apresentar concentragoes
séricas de estradiol que variaram entre 59,84
a 305,77 pg/ml acompanhadas de
concentracOes séricas de progesterona que
variaram entre 0,11 a 2,61ng/ml* Em
fémeas de jaguatiricas, avaliadas apos
superovulagio, as concentragoes séricas de
estradiol variaram entre 115,9 a 513,6 pg/ml
e as concentra¢des séricas de progesterona
variaram entre 250 a 510 pg/ml*. Neste
experimento a concentra¢ido sérica de
estradiol encontrada para jaguatiricas foi
inferior a encontrada na literatura, variando
de 0,5 a 15,1 pg/ml, no entanto, aptesentou
valores superiores quanto a concentracio
sérica de progesterona que variou de 15 a
3722 pg/ml.

Em fémeas de gato-do-mato-
pequeno superovulados as concentragoes
séricas de estradiol foram de 60,1 e 121,0
pg/ml e as concentracOes séricas de
progesterona foram de 370 e 1360 pg/ml.*

A concentragcao sérica de estradiol
encontrada para fémeas de gato-do-mato-
pequeno neste experimento também foi
inferior a encontrada na literatura, variando
de 1,2 a 14,7 pg/ml e a concentracio sérica
de progesterona apresentou-se supetior
variando de 6 a 3409 pg/ml.

Graham, Swanson e Brown??
demonstraram que estimulacdo ovariana
utilizando gonadotropinas exdgenas em
gatas domésticas resultou em padrido
anormal de estrégenos fecais, com
concentracdes mais altas e persistentes
quando comparadas com as de animais em
estro natural. Foliculos acessérios e corpos
lateos secundarios tem sido documentados
em gatas estimuladas, causando um ambiente
endéerino anormal. No entanto, concentracdes
de progesterona elevadas, encontradas em
fémeas nao prenhes, ndo interferiram na
resposta ovariana apos tratamentos
hormonais consecutivos™.

Conclusao

O conjunto diagnéstico comercial
DPC (Coat-A-Count Diagnostic Products
Corporation/USA), em fase solida, para
dosagem de progesterona e o conjunto
diagnostico comercial DSL (Diagnostic
System Laboratories INC/USA), em fase
liquida, para dosagem de estradiol, foram
validados para utiliza¢do em soro de
Leopardus pardalis e 1 eopardus tigrinus.
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Progesterone and estradiol commercial kits validation in serum of ocelots
(Leopardus pardalis) and tigrina (Leopardus tigrinus)

Abstract

DPC commercial kit (Coat-A-Count - Diagnostic Products
Cotporation/USA) and DSL commetcial kit (Diagnostic System

Key words:
Wildlife animals.
Radioimmunoassay.
Progesterone.
Estradiol.

Laboratories INC/USA) were used for progesterone and estradiol
radioimmunoassay validation in serum of two endangered Brazilian
telids: Leopardus pardalis (n=5) and Leopardus tigrinus (n=4) before (15-

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 3, p.237-244,2009



30 days) and after (24-28 hours) exogenous gonadotrophins treatment
(hCG/ Novormon® and eCG/ Vetecor®; pFSH/Folltropin-V® and
pLH/Lutropin-V®). Variation of estradiol concentration was 0.005 -
0.151 ng/ml and progesterone concentration was 0.15 - 37.22 ng/ml
for Legpardus pardalis. Variation of estradiol concentration was 0.012 -
0.147 ng/ml and progesterone concentration was 0.15 - 37.22 ng/ml
for Legpardus tigrinus. Minimum sensibility detected for progesterone
was 0.004 ng/ml and for estradiol was 0.00014 ng/ml. Progesterone
intra-assay coefficient was 2.58% and 6.36% and inter-assay was 0.67%
and 5.55%. Estradiol intra-assay coefficient was 0.69% and 4.15%,
and inter-assay was 1.40% and 3.00%. Parallelism was used for kits
validation. Progesterone and DPC commercial kit Parallelism was
t = 0.96 for Legpardus pardalis and r = 0.99 for Leopardus tigrinus.
Estradiol and DSL. commercial kit Parallelism was r = 0.98 for Iegpardus
pardalis and r = 0.99 for Leopardus tigrinus. In conclusion, these results
showed that DPC commercial kit for serum progesterone dosages
and DSL commercial kit for serum estradiol dosages can be used for
Leopardus pardalis e Leopardus tigrinus. These findings are potentially
valuable for the reproductive management and conservation of
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endangered felid populations.
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